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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist wnbedingt notwendig, daf alle zur Hinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, médglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nach- 
trdgliche Korrekturen verursachen weseniliche Kosten, die sich naturgemdf 
auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manu- 
skripte ermiglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kinnen infolgedessen schneller zwm Druck gelangen. 


Anschrift fir Manuskriptsendungen: 

Prefessor Dr. F. Knoop, Tiibingen, Physiologisch-chem. 
Institut, Gmelinstr. 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 
Leipzig C1, Physiologisch-chem. Institut, Liebigstr. 16 pt. 














Zur Kenntnis des Kallikreins,’) 
VII. Mitteilung. 


Von 
H. Kraut, E. K. Frey, E. Bauer und F. Schultz. 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Miinster, 
und aus der Chirurgischen Klinik der medizinischen Akademie, Diisseldorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Dezember 1931.) 





Die Versuche zur Isolierung des Kallikreins aus Harn, iiber 
die unsere I. Mitteilung’) berichtete, haben auf verschiedenen 
Wegen zu Praparaten gefiihrt, die auf 1 Kallikreineinheit*) noch 
0,3—0,5 mg Trockensubstanz enthielten. Von den dort beschrie- 
benen Verfahren hat sich ein einziges, nimlich die Fallung mit 
Uranylacetat zur Verarbeitung gréBerer Harnmengen bewihrt. 
Ks hefert in guter Ausbeute Priparate, die noch 2 mg Trocken- 
substanz pro K.E. besitzen und nur noch den 10. Teil des Harn- 
volumens. Man kénnte sie, wie in der I. Mitteilung beschrieben, 
durch Adsorption an Aluminiumhydroxyd und Elution mit Di- 
ammonphosphat auf die Reinheit von ungefaihr 0,3 mg/K.E. 
bringen. Dieses Verfahren hat aber den Nachteil, da8 man jedes- 
mal im Tierversuch die zur Adsorption erforderlichen Tonerde- 
mengen neu bestimmen mu. Als einfacher hat sich die Adsorption 
an fein verteilte Benzoeséure erwiesen, die ohne Riicksicht auf die 
Verschiedenheit der einzelnen Praparate gleichmaébig durchzufiihren 
ist. Aus den Adsorbaten kann man die Benzoeséure mit Alkohol 
und Ather herauslésen und erhalt so wirksame und haltbare 
Trockenpraéparate des Kallikreins. Auch sie iiberschreiten nicht 
den Reinheitsgrad von 0,3 mg pro K.E. 





1) Vgl. auch Dissertation F. Schultz, Miinchen 1927. 

*) Diese Z. 157, 32 (1926). 

3) 1 Kallikreineinheit (1 K.E.) ist die in 5 com normalem menschlichem 
Harn durchschnittlich enthaltene Kallikreinmenge, friiher als 1 St.E. — eine 
Standardeinheit — bezeichnet. 
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Von nun an hiufen sich die Schwierigkeiten der Isolierung. 
Fallungsmethoden mit EiweiB- oder Alkaloidreagentien erfassen 
zum Teil das Kallikrein, aber dann auch stets den groBten Teil 
seiner unwirksamen Begleiter. Extraktionsverfahren sind bei der 
Unléslichkeit des Kallikreins in den meisten organischen Lésungs- 
mitteln nicht anwendbar. Aus den Lésungen in Piperidin, Form- 
amid oder Ameisensaéure ]é8t sich nur noch ein kleiner Teil des 
Kallikreins in wirksamer Form zuriickgewinnen. So bleiben nur 
Adsorptionsmethoden iibrig, und wir sind mit drei verschiedenen 
Adsorbentien, mit Kohle, Bleiphosphat und Aluminiumhydroxyd 
zu Priparaten desselben Reinheitsgrades von 0,1 mg Trocken- 
substanz pro K.E. gelangt. Der Verlauf dieser Adsorptionen ist 
abhiingig von der Art und Menge der das Kallikrein begleitenden 
Substanzen. Die Form ihrer Anwendung mu8 von Praparat zu 
Priparat durch Vorversuche ermittelt werden, und nicht immer 
laBt sich die Reinigung erzwingen. Alle 8 Adsorbentien be- 
seitigen die bisher hartnéckig anhaftenden braunen Farbstoffe 
giinzlich oder zum gréBten Teil. Aber das Ziel der Isolierung 
liegt noch in der Ferne, denn die chemische Zusammensetzung 
der reinsten Praparate ist sehr verschieden. Trotzdem kann man 
gerade aus dieser Verschiedenheit wichtige negative Schliisse tber 
die Zugehérigkeit des Kallikreins zu gewissen Gruppen von organi- 
schen Substanzen ziehen. Es ist gelungen, die Reinigungsopera- 
tionen so zu leiten, daB von den chemischen Reaktionen der durch 
Benzoesiiureadsorption gewonnenen Lésungen bestimmte. und zwar 
bei Anwendung der 8 Adsorbentien verschiedene ganz verschwunden 
oder auf einen unerheblichen Betrag herabgedriickt sind. 

Durch die Isolierung aus Blut und aus Pankreas, die wir in 
unserer IJ. und IV. Mitteilung!) beschrieben haben, ist das Kalli- 
krein in die Niéhe einer Gruppe von blutdrucksenkenden Sub- 
stanzen geriickt, die in letzter Zeit wieder vielfach bearbeitet 
werden: die Nucleinsiuren. Sie finden sich bekanntlich in Muskel- 
extrakten, im Blut und besonders reichlich gerade in der Pankreas- 
driise. Daher ist es von Wichtigkeit, daB die einzelnen Bestandteile 
der Nucleinsiuregruppe: Nucleinbasen, Zucker und Phosphorsiure 
in Kallikreinpriparaten des derzeit héchsten Reinheitsgrades ver- 
miBt werden. Nucleinbasen haben sich schon in Praparaten 
der I. Abhandlung nicht mehr auffinden lassen, und in einer durch 
Benzoesiureadsorption gereinigten Lésung von 11400 K.E. konnten 





1) Diese Z. 175, 97 (1928); 198, 97 (1930). 
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wir nur Spuren von Adenin und kein Guanin nachweisen. Da- 
gegen geben die durch Benzoesiiureadsorption gewonnenen Prii- 
parate mit Orcin und Salzsiure eine dunkel olivgriine Firbung, 
die immerhin ahnlich der Bialschen Reaktion auf Pentosen ist. 
Indessen fehlen ihr die charakteristischen Absorptionsstreifen im 
Rot. Durch Adsorption des Kallikreins mit Bleiphosphat wird die 
Farbung bei der Orcinreaktion nach Rot verschoben, und eine 
Elution aus Bleiphosphatadsorbat gab iiberhaupt keine Farbung 
mehr mit Orcin und Salzséure. Zudem zeigen die reineren Priparate 
auch nach Behandlung mit Saéure und bei Anwendung groBer 
Mengen keine Reduktion von Fehlingscher Lésung. 

Zur Prifung auf Phosphorsaure ist die Behandlung mit 
Bleiphosphat, das sich schwer ganz entfernen laébt, ungeeignet, 
und auch die Kohleadsorption bringt meist Verunreinigung mit 
Phosphaten. Wohl aber kann man die Aluminiumhydroxyd- 
adsorption zur Fraktionierung des Phosphorgehaltes verwenden. 
Auf 1 K.E. treffen nach der Benzoesiureadsorption 0,5—1,2 y P. 
Unser phosphorarmstes Praparat enthielt dagegennurnoch0,53°/))P,, 
das ist 0,06 y auf 1 K.E. Da die normalen Nucleinsiuren (Guanyl- 
siure und Adenylsaéure) 10°/, P enthalten, kann man fiir das Ge- 
wicht einer Einheit des vollig reinen Kallikreins den erstaunlichen 
Wert von 0,6 y berechnen?), falls es zur Nucleinséiuregruppe ge- 
horen sollte. Von den bekannten Substanzen dieser Klasse braucht 
man aber mindestens das 10000fache dieses Betrages, um eine 
dem Kallikrem entsprechende Wirkung auf den Kreislauf eines 
Hundes auszuiiben. Nun haben K. Zipf und E. Wagenfeld?), 
nachdem wir das Kallikrein im Blut nachgewiesen hatten, die 
Adenylsaure als.den blutdrucksenkenden Bestandteil der Freund- 
schen Friihgifte erkannt und aus dem Blut isoliert, und K. Zipf 
spricht neuerdings die Vermutung aus*), daB auch das Kallikrein 
vielleicht ein Verwandter der Adenylsaiure*) sein werde. Unser 





1) Wenn man die angewandten Mengen nicht wie hier auf einen ganzen 
Versuchshund, sondern iiblicherweise pro Kilogramm Versuchstier berechnet, 
so brauchte man vom reinen Kallikrein nur 0,05 y und die Grenze der MeBbar- 
keit lage noch wesentlich tiefer, z. B. bei 0,01 pro Kilogramm Tier. 

2) Arch. f. exper. Path. 150, 70 u. 91 (1930). 

3) Kli. Wo. 10, 1521 (1931). 

4) Th. Brughsch, H.Horsters u. H.Rotmann zitieren in der 
Med. Klin. [27, 1378 (1931)] eine Analyse von Dr. Junkmann, nach der in 
einer Ampulle Padutin (Kallikrein Bayer) 12 mg Adenylsaure gefunden wurden. 
Dieses Ergebnis ist iiberraschend, da eine Ampulle Padutin iiberhaupt nur 
den 40. Teil der von Herrn Junkmann gefundenen Adenylsaure an organischen 
Verbindungen enthalt, nimlich 0,3 mg. 

R* 
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heutiges Material enthaélt aber keinen Anhaltspunkt fiir eine Zu- 
gehorigkeit des Kallikreins zur Nucleinséuregruppe. 

Damit sind die Reaktionen auf Kiwei8produkte wieder in 
den Vordergrund des Interesses geriickt. Im allgemeinen ist die 
Millonsche Reaktion ein hartnickiger Begleiter des Kallikreins 
durch alle Stufen seiner Verbindung. Aber die Angabe unserer 
I. Mitteilung hat sich bestatigt, daB durch Tonerdeadsorption die 
Millon-gebenden Substanzen vollstandig abgetrennt werden kénnen. 
Dagegen hat sich die Kohleadsorption, welche die Millonsche 
Reaktion eher verstirkt, gut zur Beseitigung der Ninhydrin- und 
Biuretreaktion verwenden lassen. Geblieben ist in allen Praiparaten 
nur noch die Paulysche Diazoreaktion auf Imidazole. Aber auch 
ihre Zugehérigkeit zum Kallikrein ist fraglich. Durch Bleiphosphat- 
und Tonerdeadsorption wird sie meist kaum verdndert, aber durch 
die Kohleadsorption abgeschwicht. Es miissen also noch in den 
Priparaten von 0,1—0,3 mg/K.E. andere Stoffe enthalten sein, 
die diese Reaktion geben. Eine Parallelitét zwischen der Diazo- 
reaktion und dem Kallikreingehalt ist nicht zu erkennen. 

Alle Versuche, das Kallikrein in eine bekannte Klasse von 
organischen Verbindungen einzureihen, sind verfriiht. 


Experimenteller Teil. 


Aus den zahlreichen Versuchen zur Reinigung des Kallikreins 
sind im folgenden nur diejenigen Verfahren ausgewahlt und naher 
beschrieben, die zu einer Aussage iiber die Zugehorigkeit des 
Kallikreins zu bekannten chemischen Stoffklassen gefiihrt haben. 
Meist ist es nicht méglich, in einer einzigen Reinigungsoperation 
verschiedene Reaktionen, die die Lésungen des unreineren Kalli- 
kreins gaben, auf einmal zum Verschwinden zu bringen. Wir be- 
trachten aber einen Stoff dann als nicht zum Kallikrein zugehérig, 
wenn seine Abwesenheit in irgendeiner physiologisch noch wirk- 
samen Fraktion des Kallikreins mit Sicherheit erwiesen werden 


konnte. 


Uranylacetatfallung. 


Die Vorschrift unserer I. Mitteilung zur Fallung des Kallikreins 
mit Uranylacetat aus phosphatfreiem Harn 148t sich ohne Ande- 
rung in groBem Mafstab ausfiihren. Man kann aber ungefahr 
1/, des Urans einsparen, wenn man vor der Fallung dem Harn 
1/,, seines Volumens an Alkohol zusetzt. Der Niederschlag setzt 
sich dann auch rascher und gleichmaBiger ab, so daB man den 
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groBten Teil der Flissigkeit durch Dekantieren entfernen kann. 
Der Rest wird abfiltriert. Zur Elution verwendet man auf 1 g 
angewandtes Uranylacetat etwa 1 g Diammonphosphat und zwar 
am besten in 10°/,iger Losung. Man riihrt einige Stunden, filtriert 
und entfernt das iberschiissige Phosphat mit Magnesiamixtur. 
Nach der Dialyse durch Pergament, die im allgemeinen 36 bis 
48 Stunden dauert, enthalten die Priparate noch 2 mg Trocken- 
substanz pro 1 K.E. 

Die Fallbarkeit durch Uransalze kommt nicht dem Kallikrein 
selbst zu. Mit den durch Kohleadsorption gereinigten Lésungen 
entsteht durch Uranylacetat kein Niederschlag mehr. Das Kalli- 
krein wird also offenbar bei der Fallung der EiweiBbestandteile 
durch Uranylacetat an diese adsorbiert. 


Benzoesaureadsorption. 


Die dialysierten Elutionen der Uranylacetatfaillung enthalten 
1 K.E. immer noch durchschnittlich in 1 cem Fliissigkeit, sie sind 
also in bezug auf das wirksame Volumen nur 5mal konzentrierter 
als der Ausgangsharn. Erst das folgende Verfahren der Benzoe- 
sdureadsorption bringt das Kallikrein in eine zur Untersuchung 
und weiteren Verarbeitung geeignete Form, da man aus dem 
Adsorbat die Benzoesiéure ‘mit Alkohol und Ather herauslésen 
kann und so wirksame Trockenpriparate erhilt. 

Um das Kallikrein an Benzoesiure zu binden, mu8 diese in 
médglichst feiner Verteilung vorhanden sein. Die Gegenwart von 
Salzen ist dabei stérend, denn beim EingiefSen einer alkoholischen 
Benzoeséurelésung in die undialysierte Elution entsteht ein deut- 
lich krystallinischer Niederschlag, der fast kein Kallikrein mit- 
nimmt. Dasselbe ist der Fall, wenn man die Benzoesiéure in der 
Lésung selbst aus Natriumbenzoat mit Saure ausfillt. Verteilt 
man dagegen in dialysierten Elutionen der Uranylacetatfallung 
eine konzentrierte alkoholische Lésung von Benzoesiure, so fallt 
ein sehr feinteiliger Niederschlag, der die Hauptmenge des Kalli- 
kreins enthalt. 

Beispiel 1. 3 Liter dialysierte Elution der Uranylacetatfaillung, ent- 
haltend 3000 K.E., versetzt man unter starkem Riihren mit einer Lésung von 
30g Benzoesiure in 100 ccm Alkohol, zentrifugiert nach 4/, Stunde und 
schlammt den Niederschlag in 500 ccm Alkohol auf. Die Suspension gieBt 
man in ] Liter Ather, zentrifugiert und wascht 2mal mit einem Gemisch von 
Alkohol und Ather, dann mit reinem Ather. Das Pulver ist nach Entfernung 


des Athers dunkelbraun und enthalt 60—70°/, des angewandten Kallikreins 
bei einem Gewicht von etwa 0,7 g. 
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Die reinsten Praiparate besitzen ein Trockengewicht von 0,38, 
weniger gegliickte von 0,5—1,0 mg/E.K. Diese Trockenpulver 
bilden das Ausgangsmaterial der folgenden Reinigungsversuche 
durch Adsorption an Kohle, Bleiphosphat und Aluminiumhydroxyd. 
Die trockene Substanz ist in reinem Wasser wenig ldslich, dagegen 
leicht in alkalischem. Wir versetzten dazu die waBrigen Sus- 
pensionen tropfenweise entweder mit n/5-Ammoniak oder n/10- 
Natronlauge bis zur Lésung. Den Alkaliiiberschu8 neutralisieren 
wir genau mit verdiinnter Saure. ZweckmaBig stellt man Lésungen 
von 5—20 K.E. im Kubikzentimeter her. 


Kohleadsorption. 


Die Kohle hat als Adsorbens den Nachteil, daB bisher kein 
Mittel gefunden wurde, um das Kallikrein wieder aus den Ad- 
sorbaten zu eluieren. Man kann daher die Kohle nur so verwenden, 
da man unwirksame Begleitstoffe unter Zuriicklassung des Kalli- 
kreins wegadsorbiert. (Voradsorption.) 

Wenn man die Lésungen des Trockenpriparates mit steigen- 
den Mengen von Kohle behandelt, so tritt in den Filtraten schon 
fast volliige Entfarbung ein, bevor die Halfte des Kallikreins ad- 
sorbiert ist. Zugleich mit dem Farbstoff verschwindet die Haupt- 
menge der Trockensubstanz. Wie zu erwarten, ist nicht jede 
Kohlesorte zur auswihlenden Adsorption geeignet. Lindenkohle 
reinigt gut, aber nur bei Anwendung groBer Mengen, z. B. fast 
1 g auf 20 K.E. Brauchbar waren Knochen- oder Blutkohle ,, Kahl- 
baum“, von denen 60—150 mg zur Entfarbung von 20 K.E. aus- 
reichten. Alkoholzusatz begiinstigt die Entfarbung und den Rein- 
heitsgrad des zuriickbleibenden Kallikreins. 


Die adsorbierende Wirkung der Kohle zeigt eine deutliche 
Abhangigkeit von der Zeit. Z. B. wurden von einer bestimmten 
Menge Blutkohle in 2 Minuten 60°/), in 1 Stunde 80°/, des Kalli- 
kreins adsorbiert. Wir filtrierten daher spitestens nach 10 Minuten. 
Auch ist es notwendig, die Kohle in nicht zu wenig Wasser auf- 
zuschlimmen, da sonst keine gleichmabige Verteilung des Adsorbens 
in der Lésung erfolgt. Auch die Konzentration, aus der adsorbiert 
wird, ist wesentlich. Z. B. adsorbierten wir zuerst aus verdiinnter 
Lésung (1 K.E. in 1 cem) so, da8 mit der Hauptmenge des Farb- 
stoffes und mehr als der Halfte der Trockensubstanz 80—40°, 
des Kallikreins an die Kohle gebunden wurde. Dann muBte eine 
zweite Adsorption aus konzentrierter Lésung folgen, um die letzten 


os. aa Ee ~~ 
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Reste des Farbstoffes herauszuholen. Die zur Entfairbung nétigen 
Kohlemengen ermittelt man zweckmaBig in einer kleinen Vorprobe. 

Beispiel 2. 500g Trockenpulver, die 1665 K.E. enthielten, wurden in 
500 cem Wasser mit Hilfe von etwas Ammoniak aufgelést, von einigen groben 
Verunreinigungen abfiltriert und dann mit Salzsiure genau _neutralisiert. 
Nach dem Versetzen mit 250 ccm Alkohol lie} man eine Aufschlammung von 
11,2 g Blutkohle in 280 ccm Wasser zuflieBen, schiittelte stark durch und 
saugte nach 10 Minuten die farblose Restlésung durch eine diinne Schicht 
Kieselgur von der Kohle ab. Sie enthielt 1000 K.E. und 200 mg Trocken- 
substanz. Als wir diese Lésung im Vakuum bei 12—15° auf das 30fache 
konzentrierten, schied sich noch etwas Kohle aus, und die Farbung wurde 
schwach gelb. Zusatz von 10°/, Alkohol und etwa 0,5 g Kohle geniigte, um 
das Praparat véllig zu entfirben. Zur Entfernung von Alkohol und Salzen 
dialysierten wir nun 40 Stunden durch einen Pergamentbeutel und erhielten 
630 K.E. in 63 mg Trockensubstanz. Dies ist die reinste Lésung, die wir aus 
Trockenpraparat durch Adsorption erhalten konnten. In ihr ist eine K.E. nur 
noch an 0,10 mg Trockensubstanz gebunden. 

Beim Eindunsten im Faust-Heimschen ‘Trockenapparat 
bildete sich eine ganz schwach gelbliche Masse, deren farblose 
Wiederauflésung noch die volle Kallikreinwirkung besaB. Nach 
dem Verglihen hinterblieben 16°/, Asche; sie bestand in der Haupt- 
sache aus Calciumphosphat, das wohl als Verunreinigung aus der 
Kohle stammte. 

Die Lésung (23 K.E. in 1 cem) gab weder Ninhydrin- noch 
Biuretreaktion, Fehlingsche Lésung wurde von ihr nicht redu- 
ziert. Schwermetalle gaben keinen Niederschlag, zum Teil eine 
minimale, sich kaum absetzende Triibung. Mit Phosphorwolfram- 
siure entstand ein deutlicher Niederschlag. Wichtig ist, daB die 
Millonsche Reaktion noch mindestens ebenso stark ausfiel, wie 
mit der durch Benzoesiureadsorption gewonnenen Reinigungsstufe. 
Umgekehrt war die Paulysche Diazoreaktion zwar noch positiv, 
aber deutlich schwiicher. 


Bleiphosphatadsorption. 


Die Reinigung mit Bleiphosphat lai8t sich auf zweierlei Weise 
ausfiihren. Man kann entweder mit wenig Bleiphosphat unwirk- 
same Begleitstoffe voradsorbieren, oder die Hauptmenge des 
Kallikreins an Bleiphosphat binden, und aus dem Adsorbat mit 
Natriumbicarbonat eluieren. Nach dem Vorbild der XII. Ab- 
handlung ,,Zur Kenntnis des Invertins‘‘ von R. Willstiatter, 
K. Schneider und E. Wenzel!) lieBen wir das Bleiphosphat in 


1) Diese Z. 151, 1 (1926). 
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der Lésung selbst aus Diammoniumphosphat durch Zutropfen von 
Bleiacetatlésung entstehen. Die Schwierigkeiten der Kallikrein- 
reinigung mit Bleiphosphat bestehen darin, daB man die an- 
zuwendenden Mengen jedesmal durch Vorproben im Tierversuch 
bestimmen mu, daB der Ausfall abhingig ist von Begleitstoffen, 
von der Konzentration des Kallikreins, vom px der Lésung, und 
daB sich oft kolloidale und durch keinen Zusatz ausflockende Blei- 
phosphatlésungen bilden. Es gelingt aber trotz dieser technischen 
Schwierigkeiten, selbst aus sehr wenig reinen Trockenpraparaten 
Loésungen herzustellen, die zwischen 0,18 und 0,17 mg Trocken- 
substanz pro 1 K.E. enthalten, also die Reinheit der Kohlerest- 
ldsungen anndhernd erreichen. Gerade fiir wenig gegliickte Pri- 
parate der Benzoesiureadsorption ist die Reinigung mit Blei- 
phosphat den anderen Methoden vorzuziehen. 

Um die wirksamen Begleitstoffe mit Bleiphosphat vorweg zu 
adsorbieren, ist es besser, in ziemlich verdiinnter Lésung zu arbeiten 
(2500—5000 K.E. im Liter). In konzentrierteren Lésungen tritt 
schon mit wenig Bleiphosphat eine starke Abnahme der Kallikrein- 
wirkung bei geringer Anderung des Reinheitsgrades ein. Im folgen- 
den Beispiel verwendeten wir fiir die konzentrierten Ansatze eine 
Lésung, die 33400 K.E. im Liter enthielt, zu den verdiinnten 
3340 K.E./Liter. Der Reinheitsgrad des Trockenpraparates nach 
der Benzoesiureadsorption war 0,8 mg/K.E. 


Beispiel 3. a) Angewandt 83,5 K.E. in 2,5 com Wasser. 























Versetzt mit Adsorbiert Reinheitsgrad der Restlésung 
0,01575 g Bleiphosphat?) 0°/, 0,70 mg/K.F. 
0,06300 g - 4°/, 0,28 mg/K.E. 
0,1180 g we 12°/, 0,30 mg/K.E. 
0,1575 g 9 73°/o — 
0,6300 g 7 96°/, _ 








b) Angewandt 83,5 K.E. in 25 ccm Wasser. 




















Versetzt mit Adsorbiert Reinheitsgrad der Restlésung 
0,1575 g Bleiphosphat 4°/, 0,20 mg/K.E. 
0,1890 g ” 20°/, 0,30 mg/K.E 
0,2200 g - 48°/, 0,13 mg/K.E. 
0,3150 g ‘ 81°/, i 
0,6300 g » 98°/, ~— 


1) 0,1575 g Bleiphosphat sind entstanden aus 0,33 ccm Diammon- 
phosphatlésung und 0,67 ccm Bleiacetatlésung. 

















Zur Kenntnis des Kallikreins. 107 
Der Adsorptionsversuch aus der verdiinnten Lésung mit 
0,22 g Bleiphosphat war also bei weitem der giinstigste zur Reini- 
gung, aber die Halfte des Kallikreins ging verloren. Mit besserer 
Ausbeute und demselben Reinigungserfolg verlief ein Adsorptions- 
versuch aus schwach saurer Lésung: 

783 K.E. desselben Trockenpriparates in 175 ccm Wasser 
versetzten wir mit 2,0g Diammonphosphat in 22,5 cem und 
neutralisierten mit einigen Tropfen Essigsiure. Beim Zusatz von 
8,5 g Bleiacetat in 45 ccm Lésung entstand schwach saure Re- 
aktion. 67°/, des Kallikreins blieb in der Restlésung, aber sie war 
nicht klar zu zentrifugieren; nach Dialyse konnte das Priiparat 
durch Kieselgurfiltration geklirt werden. In der hellgelben 
Lésung war 1 K.E. an 0,13 mg Trockensubstanz gebunden. 

Um die Reinigung durch Adsorption des wirksamen Anteils 
an Bleiphosphat auszufiihren, suchten wir nach einem geeigneten 
Eluens. Sekundires Phosphat, das zur Zerlegung der Invertin- 
adsorbate gedient hatte, eluierte nur wenige Prozente des adsor- 
bierten Kallikreins. n/1-Essigsiiure eluierte z. B. 50°/), aber es 
scheint, daB sie bevorzugt die unwirksamen Begleitstoffe heraus- 
holt. Schwefelwasserstoff gibt vollkommen unwirksame Lésungen. 
Als sehr geeignet erwies sich Natriumbicarbonat, das Elutions- 
ausbeuten bis zu 70°/, liefert. Nur kommt es gelegentlich vor, dab 
der Bleiphosphatniederschlag zum Teil zu einem sehr stabilen Sol 
peptisiert wird. Es ist zweckmaBig, bei der Adsorption die Kon- 
zentration zwischen 5000 und 10000 K.E./Liter zu wahlen. 

Beispiel 4: 14000 K.E. vom Reinheitsgrad 0,6 mg/K.E. in 2000 ccm 
Lésung wurden mit 100 ccm, enthaltend 8,8 g Diammonphosphat, versetzt 
und tropfenweise 200 ccm, enthaltend 38,0 g Bleiacetat, dazugegeben. Der 
Niederschlag lieB sich nur schwer abtrennen. SchlieBlich gelang es durch tage- 
lange Membranfiltration (Membran ,,Mittel‘‘) ein einigermaBen klares Filtrat 
zu erhalten, das noch 11°/, des Kallikreins enthielt. Den Niederschlag lieBen 
wir tiber Nacht mit 500 ccm n/5-Natriumbicarbonatlésung stehen und dialy- 
sierten dann 13 Stunden durch Pergament gegen flieBendes, destilliertes Wasser. 


Die Elutionsausbeute betrug 7960 K.E. = 64°/, des adsorbierten. Der Rein- 
heitsgrad war 0,17 mg/K.E. 


Im allgemeinen ist die Voradsorption eines unreineren Anteils 
der Hauptadsorption des Kallikreins mit folgender Bicarbonat- 
elution vorzuziehen, da sie einfacher auszufiihren ist und bei den- 
selben oder héheren Reinheitsgraden bessere Ausbeuten ergibt. 

Kin Versuch, die beiden Verfahren zu kombinieren, ergab 
keinen besseren Reinigungserfolg. Aber das Priaparat des Bei- 
splels 5 ist von Bedeutung, da in der dialysierten Elution mit dem 
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Bialschen Reagens auf Pentosen gar keine Firbung mehr erzielt 


wurde. 

Beispiel 5.a) 14000 K.E. vom Reinheitsgrad 0,6 mg/K.E. in 2000 cem 
Lésung wurden in 15 Stufen, nach deren jeder durch Kieselgur filtriert wurde, 
mit 13,7 g Bleiphosphat in 870 ccm Fliissigkeit versetzt. Nach dem letzten 
Zusatz wurde durch eine dicke Schicht Kieselgur mehrmals filtriert, bis die 
Lésung klar wurde. Ausbeute 10750 K.E. = 77°/, des angewandten in 
2400 ccm. Der Reinheitsgrad war nur 0,5 mg/K.E. 

b) Von dieser Lésung wurden 150 ccm = 670 K.E. mit 12 ccm, ent- 
haltend 0,11 g Diammonphosphat und tropfenweise mit 24 ccm, enthaltend 
0,46 g Bleiacetat, versetzt und durch Membranfilter ,,Mittel‘‘ abfiltriert, 
Es waren 69°/, adsorbiert, die mit 100 ccm n/5-Bicarbonat eluiert wurden. 
In der dialysierten Elution befanden sich noch 375 K.E. = 81°/, des adsor- 
bierten vom Reinheitsgrad 0,24 mg/K.E. 

In den Versuchen der Bleiadsorption hat sich eine Erschwerung 
in der Beurteilung des Erfolgs von ReinigungsmaBnahmen ergeben. 
Bisher hatte sich die Bestimmung des Kallikreins durch die Ver- 
iinderungen, die die Carotisdruckkurve eines Hundes nach intra- 
vendser Injektion erfihrt, als Leitfaden zur Auffindung und 
Reinigung gut bewihrt. Man konnte bei wiederholter Injektion 
den Kallikreingehalt eines Préiparates durch Vergleich mit einem 
Standardpriparat bis auf + 5°/, einkreisen. Bei der Bleiphosphat- 
adsorption traten jedoch nicht selten Ausbeuten tiber 100°/, und 
bis zu 195°/, auf, die zeigen, daB ein Teil des Kallikreins vorher 
in unwirksamer Form vorhanden war. Oft, aber nicht immer, 
war dann bei der vorhergehenden Reinigungsma8nahme eine auf- 
fallend geringe Ausbeute zu konstatieren. Manchmal war auch eine 
Abnahme der Wirksamkeit wahrend langeren Aufbewahrens vorher- 
gegangen. Es ist nicht anzunehmen, dab diese Steigerung der 
Kallikreineinwirkung darauf beruht, daB der im Serum nach- 
gewiesene Inaktivator des Kallikreins von der Niere ausgeschieden 
und bei den ersten Reinigungsoperationen mitgeschleppt wurde. 
Denn nach den in unserer VI. Mitteilung?) eingehend beschriebenen 
Verfahren zur Reaktivierung der unwirksamen Kallikrein-In- 
aktivatorverbindung hat sich niemals eine Steigerung der Harn- 
wirksamkeit erzielen lassen. Auch sind umgekehrt Adsorptions- 
methoden nicht geeignet, das im Serum vorhandene oder das 
durch Serumzusatz hergestellte inaktive Kallikrein zu reaktivieren. 

Die gréBeren Steigerungen bei der Bleiphosphatbehandlung 
waren folgende: Bei den Versuchen des Beispiels a) wurde die erste 
Adsorption mit 0,01575 g Bleiphosphat wiederholt. In der Rest- 





1) Diese Z. 192, 1 (1930). 
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lésung befanden sich 160°/). In einem weiteren Versuch wurde 
auBerdem eine kleine Menge Ammoniak vor der Adsorption zu- 
gesetzt. Die Wirkung des Filtrats war 130°/, der urspriinglichen. 
Bei einem anderen Adsorptionsversuch aus sehr konzentrierter 
Lésung — 2929 K.E. vom Reinheitsgrad 0,46 g/K.E. in 62 ecm — 
wurden 67°/, an Bleiphosphat adsorbiert und dann mit Bicarbonat 
69°/, eluiert. Als man diese Lésung gegen flieBendes Wasser 
dialysierte, stieg die Wirksamkeit auf 195°/,, so daB in der Rest- 
lésung und der Elution zusammen 8610 K.E. vorhanden waren. 
Der Reinheitsgrad der Elution war 0,20 mg/K.K. 


Aluminiumhydroxydadsorption. 


Die Adsorption des Kallikreins an Aluminiumhydroxyd ist 
in hohem Mae von der Wasserstoffionenkonzentration abhingig. 


Beispiel 6. 10K.E. eines Trockenpraparates vom Reinheitsgrad 
1 mg/K.E. in 2 ccm Lésung versetzten wir mit 0,04 ccm, die 1,6 mg Poly- 
aluminiumhydroxyd A enthielten und zwar a) in neutraler, b) in n/125-salz- 
saurer Lésung, c) in n/125-Natronlauge. Es waren in der Restlésung von 
a) 23°/, von b) 47°/), von c) 115°/,. Man kann daher die in saurer oder neu- 
traler Lésung adsorbierten Kallikreinmengen durch Alkali, z. B. durch n/50- 
Natronlauge, wieder aus dem Adsorbat eluieren. Indessen haben solche 
Elutionen, wie auch die iiblichen mit sekundirem Phosphat keinen oder nur 
geringen Reinigungserfolg gebracht. 

Beispiel 7. 100K.E. eines Trockenpriparates vom Reinheitsgrad 
0,3 mg/K.E. in 25 ccm neutraler Lésung wurden adsorbiert mit 0,2 ccm, 
enthaltend 12 mg Polyaluminiumhydroxyd A. Nach dem Zentrifugieren 
eluierten wir den Niederschlag mit 100 ccm 2°/,iger Diammonphosphatlésung 
und entfernten die iiberschiissigen Phosphate mit Magnesiamixtur. Die Lésung 
enthielt 65 K.E. vom Reinheitsgrad 0,24 mg/K.E. 


Die Ausbeutesteigerung bei der Adsorption mit Aluminium- 
hydroxyd in alkalischer Lésung ist eine fast allgemeine Erschei- 
nung, vorausgesetzt, daB nicht zuviel Aluminiumhydroxyd an- 
gewandt wird. Ausbeuten von 115—130°/, sind die Regel; es 
sind aber auch schon gelegentlich 150°/, der Kallikreinwirkung 
erhalten worden. Zugleich pflegt der Reinheitsgrad in der Rest- 
lésung sehr erheblich anzusteigen, ein Zeichen, daB die Adsorp- 
tion der wirksamen Begleitstoffe in alkalischer Losung weniger 
zurickgedrangt wird, als die des Kallikreins selbst. Bei allen 
Reimigungsversuchen mit Aluminumhydroxyd, iiber die im fol- 
genden berichtet wird, ist daher die Methode der Voradsorption 
eines unreineren Anteils verwandt worden. 

Als eine besonders geeignete Form hat sich die Voradsorption 
aus bicarbonathaltiger Lésung erwiesen. Dabei ist die giinstige 
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Wirkung davon abhangig, daB die Tonerde langere Zeit mit dem 
Bicarbonat in Beriihrung bleibt. 

Beispiel 8. a) 500 K.E. vom Reinheitsgrad 0,55 mg/K.E. in 100 ccm 
Lésung versetzten wir mit 25 ccm n-Natriumbicarbonat und 20 ccm, ent- 
haltend 152 mg gealtertes Aluminiumhydroxyd (C,) und filtrierten sofort nach 
dem Vermischen. In der Restlésung waren 77°/, des angewandten bei einem 
Reinheitsgrad von 0,7 mg/K.E. 

b) Genau denselben Ansatz lieBen wir nach dem Vermischen 11/, Stunden 
stehen. In der Restlésung fanden wir 109°/, des angewandten, von einem 
Reinheitsgrad = 0,34 mg/K.E. 

c) Nun versetzten wir 20 ccm der Tonerdesuspension mit 25 ccm Bi- 
carbonat, lieBen 31/, Stunden stehen und gaben sie in 100 ccm der Kalli- 
kreinlésung. Dann wurde sofort abfiltriert. In der Restlésung waren 150°/, des 
angewandten Kallikreins vom Reinheitsgrad 0,37 mg/K.E. 


Aus diesen Versuchen geht hervor, da8 die Wirkung des Bi- 
carbonats nicht nur in der Einstellung einer bestimmten Alkalitit 
besteht. Es mu vielmehr eine Verinderung in der Struktur 
oder der Zusammensetzung des Adsorbens eintreten, die zu ihrem 
Verlauf eine gewisse Zeit beansprucht. 

In mehreren Fallen war die Steigerung des Reinheitsgrades 
durch gealtertes Aluminiumhydroxyd C, gréBer als durch Poly- 
hydroxyd A. In anderen Fallen war der Unterschied nicht wesent- 
lich. Von A geniigte dann die halbe Menge, um denselben Reinheits- 
grad zu erreichen. 

Es empfiehlt sich, von Aluminiumhydroxyd C, ungefahr 1/,, 
von A !/,, vom Trockengewicht des zu reinigenden Kallikrein- 
priparates zu verwenden. Ist der Reinigungserfolg nur gering, 
so kann man die Behandlung mit denselben Mengen noch ein- 
oder zweimal wiederholen. Bei weiterem Zusatz pflegt der Kalli- 
kreingehalt der Restlésung und ihr Reinheitsgrad stark abzusinken. 


Beispiel 9. a) 1670 K.E. eines Trockenpraparates vom Reinheitsgrad 
0,46 mg/K.E. in 250 cem n/5-Bicarbonatlésung wurden wiederholt mit 76 mg 
Aluminiumhydroxyd C, in 10 cem Wasser versetzt. In der ersten Restlésung 
waren 102°/,, in der zweiten 108°/,, in der dritten 108°/, des angewandten 
Kallikreins. Der Reinheitsgrad der dritten Restlésung war 0,23 mg/K.E. 
Als wir dann nochmals mit 19 mg C, adsorbierten, sank der Reinheitsgrad 
auf 0,31 mg/K.E. bei 73°/, Ausbeute. 

b) 8350 K.E. desselben Trockenpraparates in 1250 ccm n/5-Bicarbonat- 
lésung versetzten wir mit 75 ccm, enthaltend 570mg _ Polyaluminium- 
hydroxyd A, dann 3mal mit 25 ccm. In den Restlésungen waren 100, 97, 94 und 
90°/,, der Reinheitsgrad der letzten 0,34 mg/K.E. 

Bei einer Wiederholung dieses Versuches mit 4,25 ccm Tonerdesuspen- 
sion war die Ausbeute der 4. Restlésung 121°/,, der Reinheitsgrad wieder 


0,35 mg/K.E. 
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Beispiel 10. a) Das angewandte Trockenpulver besaB schon den 
Reinheitsgrad von 0,26 mg/K.E. Wir lésten 1680 K.E. in 220 ccm n/5-Natrium- 
bicarbonatlésung und versetzten mit 38mg Aluminiumhydroxyd A (=1/;,) Kalli- 
krein des Trockengewichts) in 5 ccm.} Bei einer Ausbeute von 115°/, erhielten 
wir einen Reinheitsgrad von 0,19 mg/K.E. in der Restlésung. 


b) Mit 38 mg Aluminiumhydroxyd C, war die Ausbeute 128°/,. Als wir 
dieses Priparat noch 2mal mit je 19 mg C, versetzten, gelangten wir zum 
reinsten mit Aluminiumhydroxyd dargestellten Praparat, das bei 134°/, Aus- 
beute in der Restlésung nur noch 0,11 mg Trockengewicht auf 1 K.E. besaB. 
Dieses Priparat hatte zugleich den niedrigsten von uns festgestellten Phosphor- 
gehalt, namlich 0,06 y/K.E, 


Chemische Untersuchung der Kallikreinpraparate. 


Um chemische Reaktionen mit ausreichender Genauigkeit an- 
zustellen, braucht man infolge des steigenden Reinheitsgrades der 
Kallikreinpriparate eine stets wachsende Zahl von Kallikrein- 
einheiten. Es ist daher nicht méglich, systematisch mehrere che- 
mische Reaktionen mit allen wichtigeren Priparaten anzustellen, 
und man muB sich mit Stichproben an ausgewéhlten Praparaten 
begniigen. Wir haben die Zahl der angewandten Kallikrein- 
einheiten auch bei unreineren Praéparaten so bemessen, daB je 
nach der Empfindlichkeit des betreffenden Reagens noch ein 
Bruchteil von 0,1 mg Substanz/K.E. einen deutlich erkennbaren 
Ausschlag hatte geben miissen. 


Nucleinbasen. 11400 K.E. eines durch Benzoeséureadsorption 
gereinigten Priparates vom Reinheitsgrad 0,1 mg/K.E. in 2 Liter 
Wasser hydrolysierten wir 38 Stunden mit 38°/jiger Schwefel- 
siure auf dem Wasserbad und bestimmten die Nucleinbasen nach 
der in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiologisch- und patho- 
logisch-chemische Analyse, IX. Auflage, 5. 875, gegebenen Vor- 
schrift. Mit Kupfersulfat und Natriumbisulfit entstand nur ein 
geringer Niederschlag, der mit Schwefelwasserstoff zerlegt wurde. 
Hieraus erhielten wir mit ammoniakalischem Silbernitrat eine 
minimale Fallung; sie wurde mit Salzsiure zerlegt und das Fil- 
trat bei 50° eingedampft. Den Riickstand nahmen wir in 10 ccm 
heiSem Wasser auf und versetzten ihn mit Ammoniak, 


Die wenigen braunen Flocken, die dabei entstanden, isolierten 
wir mit der Zentrifuge. Sie lésten sich nicht merklich in verdiinnter 
Natronlauge und beim Ansauern des Filtrates mit Essigsiure 
entstand kein Niederschlag von Guanin. Wir tberzeugten uns, 
daf noch 1 mg Guanin bei dieser Probe eine deutliche Fallung gibt. 
Diese Menge ist also aus 1100 mg Substanz nicht erhalten worden. 
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Das ammoniakalische Filtrat wurde mit Salzséure gerade bis 
zum Umschlag von Methylorange angesiuert und mit kalt ge- 
sittigter Natriumpikratlésung versetzt. Nach langerem Stehen bildete 
sich eine Fallung von etwa 0,5 mg Adeninpikrat, entsprechend 
0,2 mg Adenin. Das sind 0,02 y pro 1 K.E. 

Natiirlich sind diese Fallungen nicht quantitativ und die 
Mengenangaben liefern nur einen ungefaéhren Anhalt fir die 
GréBenordnung der entstehenden oder ausbleibenden Fallungen. 
Zum Vergleich fiihrten wir daher dasselbe Verfahren mit 10 Liter 
und mit 1 Liter Harn aus, die 2000 bzw. 200 K.E. enthielten. Bei 
10 Liter Harn waren Guanin- und Adeninpikratniederschlag 
reichlich, bei 1 Liter Harn immer noch deutlich erkennbar, z. B. 
die Ausbeute an Adeninpikrat aus 1 Liter Harn etwa 3 mg. Von 
den in 50 Liter Harn (entsprechend den angewandten 11400 K.E.) 
enthaltenen Nucleinbasen gehéren danach sicher weniger als 
0,2°/, zum Kallikrein. 

Zur weiteren Priifung auf Adenin hydrolysierten wir 3100 K.E. 
der Elution des Bleiphosphatpraiparates Beispiel 4 vom Reinheits- 
grad 0,17 mg/K.E. mit 2°/,iger Schwefelsiure im Wasserbad. 
Nach Entfernung der Schwefelsiure mit Baryt konzentrierten 
wir auf 6ccm. Pikrinsiure gab mit einer Probe, entsprechend 
250 K.E. keine Spur eines Niederschlages. 

Zucker. Bei der Priifung mit Fehlingscher Lésung gaben 
23 K.E. unseres reinsten Praparates (Beispiel 2, Kohlevoradsorption, 
Reinheitsgrad 0,10 mg/K.E.) keine Andeutung einer Reduktion. 

Ein anderes mit Aluminiumhydroxyd und Kohlevoradsorption 
behandeltes Priparat vom Reinheitsgrad 0,82 mg/K.E. gab nach 
Kochen mit Saéure bei Verwendung von 275 K.E. schwache 
Reduktion. Aber bei einem nur mit Aluminiumhydroxyd ge- 
reinigten Priparat vom Reinheitsgrad 0,4 mg/K.E. war die Feh- 
lingsche Reaktion mit 700 K.E. auch nach Kochen mit Sauren 
vollkommen negativ. Nach der Empfindlichkeit dieser Reaktion') 
miissen also weniger als 0,2 y reduzierende Zucker in 1 K.E. ent- 
halten sein. 

Da manche der durch Benzoesiureadsorption gewonnenen 
Priparate mit dem Bialschen Reagens auf Pentosen eine dunkle, 
olivgriine Firbung geben, haben wir die Probe mit Orcin und 
Salzsiure an verschiedenen weiter gereinigten Priéparaten ge- 
prift. Ein einziges, und zwar dasselbe, bei dem auch die Fehling- 


1) 0,1 mg Glucose gab noch eine erkennbare Reduktion. 
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sche Reaktion schwach positiv ausgefallen war, gab mit 250 K.E. 
eine bréunlich meergriine Farbung, die bei der spektroskopischen 
Untersuchung ein Absorptionsband im Rot aufwies. Es lag aber 
bei der Wellenlinge von 600—610, wihrend Adenylsiure einen 
Absorptionsstreifen oberhalb 700, Arabinose bei 650—670 auf- 
wies.1) Das durch Aluminiumhydroxyd gereinigte Priparat 
vom Reinheitsgrad 0,4 mg/K.E., mit dem die Fehlingsche 
Reaktion véllig negativ gewesen war, gab mit 200 K.E. nur eine 
briunliche Verfarbung ohne jeden Absorptionsstreifen im Rot. 

Das durch Benzoesdureadsorption gewonnene Trockenpraparat 
des Beispiels 5 hatte mit 24 K.E. eine deutliche Braunfirbung ge- 
geben, aber ohne Streifen im Rot. Nach der Voradsorption mit 
Bleiphosphat (5a) gaben 12 K.E. nur noch eine leichte Rot- 
firbung und die Elution aus dem Bleiphosphatadsorbat (5b) vom 
Reinheitsgrad 0,24 mg/K.E. zeigte mit 10 K.E. nur noch die gelb- 
liche Farbe des angewandten Reagens. 

Auch eine Pentosenbestimmung nach der Furfurolmethode, 
die wir mit 5000 K.E. vom Reinheitsgrad 0,15 mg/K.E. aus- 
fiihrten, lieferte keine meBbaren Furfurolmengen. 

Phosphorséure. Die Phosphorsiure bestimmten wir nach der 
Methode von G. Embden?) mit dem Strychnin—Molybdansiure- 
reagens. Da wir manchmal nicht geniigend Material zur Ver- 
figung hatten, muBten wir die unterste Grenze der Verwendbar- 
keit dieser Methode aufsuchen. Sie liefert mit mindestens 1 mg 
P.O; gute Ergebnisse. Bei geringeren Mengen (bis 0,1 mg) wird 
oft etwas zu viel gefunden. 

Nach der Benzoesiéureadsorption enthielten die Kallikrein- 
priparate 0,45—1,2 » P/K.E. Die Hauptmenge des Phosphors 
scheint nicht an hochmolekulare Stoffe gebunden zu sein. Wir 
konnten durch sorgfiltige Dialyse den Phosphorgehalt auf 
0,14 y/K.E. vermindern. Auch durch Tonerdevoradsorption ge- 
langten wir wiederholt auf 0,10—1,14yP/K.E. Unter diesen 
Wert ist der Phosphorgehalt bei 2 Priparaten gesunken. Das eine 
war die Restlésung einer Aluminiumhydroxydadsorption, die wir 
mit Aceton zur Herstellung eines Trockenpraparates ausfallten. 
Dabei ging der Reinheitsgrad auf 0,44 mg/K.E. zuriick. 2540 K.E. 
dieses Niederschlages lieferten 0,3 mg P,O,; oder 0,06yP auf 
1K.E. Vom Praéparat des Beispiels 10b) vom Reinheitsgrad 





1) Vgl. auch van der Haar, ,,Monosaccharide und Aldehydsauren“, 
Berlin 1920 S. 35ff. 
2) Diese Z. 113, 138 (1921). 
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0,11 mg/K.E. verwendeten wir 900 K.E. zur Phosphatbestimmung 
und fanden 0,128 mg P,O,;, das sind 0,06 yP/K.E. Trotzdem 
bei beiden Praéparaten die angewandten Mengen fir die quanti- 
tative Auswertung zu gering waren, kann man diesen Wert von 
0,06 y P/K.K. als die ungefaihre Grenze des Phosphorgehaltes der 
reinsten Kallikreinpraéparate ansehen. 

EiweiBreaktionen. Nachdem durch die Kohleadsorption die 
Biuret- und die Ninhydrinreaktion, die wir schon in den Elutionen 
der ersten Mitteilung aus Tonerdeadsorbaten vermiBt hatten, 
negativ geworden waren, haben wir ein durch Benzoeséureadsorp- 
tion gewonnenes Trockenpréparat mit Hilfe von Polyaluminium- 
hydroxyd A nach dem Gehalt an Millon-gebenden Substanzen 


fraktioniert. 

Wir fiihrten die Millonreaktion nach der Methode von 
D. Zuwerkalow aus, die einen colorimetrischen Vergleich mit 
der durch reines Tyrosin entstehenden Rotfairbung gestattet. Da- 
nach entsprach die durch 20 K.E. hervorgerufene Farbung un- 
gefihr 0,25 mg Tyrosin. Wir versetzten nun 1500 K.E. in bi- 
carbonathaltiger Lésung so lange mit kleinen Adsorbensmengen 
(25 mg Al,O3), wobei nach jedem Zusatz abzentrifugiert wurde, 
bis nur noch 10°/, des Kallikreins in der Restlésung verblieben. 
Die Millonsche Reaktion mit je 20 K.E. war nach dem vierten 
Zusatz kaum abgeschwicht, nach dem fiinften vollstandig negativ 
geworden. Wir iiberzeugten uns davon, daB noch 8y Tyrosin 
eine erkennbare Farbung hervorrufen. 1 Kallikreineinheit ent- 
hilt also sicher weniger als 0,4 y Tyrosin. 

Es ist darauf hinzuweisen, dai die Paulysche Diazoreaktion, 
die neben Imidazolen auch von Tyrosin hervorgerufen wird, durch 
diese Behandlung mit Aluminiumhydroxyd, die die Millon- 
reaktion zum Verschwinden brachte, nicht erkennbar abgeschwicht 
wurde. Sie muB also von imidazolhaltigen Substanzen hervor- 
gerufen sein. Um den Gehalt an Imidazol schitzen zu k6nnen, 
haben wir bei dem reinsten Priparat der Kohlevoradsorption 
(Beispiel 2) die Farbtiefe mit der durch Histamin hervorgerufenen 
verglichen. 50 K.E. vom Reinheitsgrad 0,10 mg/K.E. gaben die- 
selbe Farbung wie 0,05 mg Histamin. Danach entsprach 1 K.E. 


noch 0,6 y Imidazol. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft verdanken 
wir die Mittel zu dieser Untersuchung. 








ew AY 
. ' 
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Uber die Fettsiuren des Cephalins aus Menschengehirn. 
IV. Mitteilung iber Cephalin.*) 


Von 


Irvine H. Page und Hermann Rudy. 





[Aus der Chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie 
(Kaiser-Wilhelm-Institut) Miinchen.] 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1931.) 


Die Frage nach der Natur der ungesittigten Cephalinfett- 
siiuren mit mehr als 18 C-Atomen hat in der letzten Zeit besondere 
Beachtung erfahren. Levene und Rolf!) glaubten eine solche 
der Cyg9:+-Reihe (Arachidonsiure) gefunden zu haben, wahrend 
Klenk?) nachweisen konnte, daB es sich dabei um eine mehrfach 
ungesittigte Dokosanséure handelt. 

Beide Autoren verwendeten das auf die wbliche Weise dar- 
gestellte Cephalin (Fallen aus Ather oder Petrolither mit Alkohol). 
Da wir aus den Petrolither-Alkoholmutterlaugen ein weitgehend 
reines Cephalin mit hoher Jodzahl isolieren konnten (I. Mitt.), 
stellten wir uns die Frage, ob die Fettsiuren dieses leichtléslichen 
Cephalins mit denen des schwerléslichen iibereinstimmen. Kurz 
vor AbschluB unserer Untersuchungen hat Klenk®) fiir die Fett- 
siuren der gesamten dtherloéslichen Phosphatide des Menschen- 
gehirns festgestellt, daB neben einer ungesiittigten Dokosansiure 
auch eine ungeséttigte Eikosansiure vorkommt. Wenn wir dem- 
nach nichts wesentlich Neues mehr mitteilen kénnen, so méchten 
wir doch in Anbetracht anderer Beobachtungen nicht darauf 
verzichten, iber unsere Ergebnisse kurz zu berichten. 

Unser Ausgangsmaterial enthielt (im Gegensatz zu dem friher 
beschriebenen) geringe Mengen (5°/,) von Cerebrosiden, war in- 
dessen praktisch lecithinfrei.**) 

Die Verseifung geschah in alkalischem Medium nach Klenk.’) 
Die Gesamtausbeute an Fettsiuren betrug 75°/,. Aus den bei der 
Verseifung in Ather abgeschiedenen Kaliumseifen konnte an ge- 


*) I. Mitt: H. Rudy u. I. H. Page, Diese Z. 198, 251 (1930); 
II. Mitt.: I. H. Page u. M. Biilow, ebenda 194, 166 (1930); III. Mitt.: 
M. Bilow u. J. H. Page, ebenda 205, 25 (1932). 

**) Wir haben auch hier bei der Reindarstellung des Cephalins die friiher 
(I. Mitt.) von uns benutzte Methode der Charakterisierung durch die Neu- 
tralisationszahl (N.Z.) mit Erfolg herangezogen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCV. 9 
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sattigten Sdiuren nur Stearinsdure isoliert werden. Die ungeséttigten 
Fettsiuren wurden wber die Bromide getrennt. Wir hielten uns dabei 
im wesentlichen an eine Vorschrift von Heiduschka und Lift.) 
Die abgeschiedenen Bromfettsiuren bestanden ausschlieBlich aus 
Oktobromiden.*) Benzollésliche Hexabromide wurden nicht ge- 
funden; denn die in heiBem Benzol léslichen Anteile mit 67,3°/) Brom 
ergaben ebenso wie die unléslichen durch Entbromen und Hydrieren 
reine Behensiure. Aus den in Hisessig—Ather léslichen Bromfett- 
siuren gewannen wir durch Behandeln mit Petroléther ein weiteres 
Oktobromid, das durch Entbromen und Hydrieren ebenfalls in 
Behensiure itibergefihrt werden konnte. Dieser von uns’) als 
B-Oktobromid bezeichnete Kérper schmolz nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol bei 163—164° und war in organischen Lésungs- 
mitteln — besonders in Ather, Eisessig, warmem Benzol und Alko- 
hol — leicht léslich. Er unterscheidet sich also wesentlich von den 
,4-Oktobromiden“, die in organischen Solventien so gut wie un- 
léslich sind und im allgemeinen erst bei Temperaturen von 220 bis 
260° unter Zersetzen schmelzen. 

Oktobromide von mehr oder minder groBer Léslichkeit waren 
bereits von Levene und Simms beobachtet worden.®) Die an- 
gegebenen Schmelzpunkte (bei 1830—150° Erweichen, bei 280 bis 
243° Schmelzen unter Zersetzung) weisen indessen darauf hin, 
daB es sich um ein Gemisch von hoch- und niedrig schmelzenden 
Oktobromiden handelte. Brown’) fand bei der Bromierung des 
Methylesters der Arachidonsiure, da8 beim Arbeiten in Ather 
nur ein Teil der berechneten Menge von Oktobrom-arachinsaure- 
methylester ausfiel. Eine nahere Charakterisierung des léslichen 
Teils wurde indessen nicht vorgenommen. 

Wenn es demnach sehr wahrscheinlich ist, daB die von uns 
aufgefundenen 6-Oktobromide nur isomere Bromadditionsprodukte 
zu den a-Oktobromiden darstellen, so ist es doch nicht aus- 
geschlossen, da die den Oktobromiden entsprechenden un- 
gesiittigten Séuren sich strukturell durch die Lage der Doppel- 
bindungen unterscheiden. Beiden 3 fach ungesittigten Stearinséuren 
hat man jedenfalls beide Arten von Isomerie feststellen kénnen. 
Einerseits bestehen nach Rollet**)§’) isomere Bromadditions- 


*) Wir meinen damit — wie es allgemein iiblich ist — Fettsaurepoly- 
bromide mit einem Bromgehalt von mehr als 63,3°/,. In Wirklichkeit liegen 
Gemische von Oktobromiden mit noch héheren Bromiden vor. 

**) Ausfiihrliche Diskussion dariiber bei J. Lewkowitsch, Chemical 
Technology and Analysis of Oils, Fats and Waxes, London 1921, 210f. 
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n produkte einer und derselben Linolensiure («- und /-Hexabrom- 
el stearinséuren), andererseits existieren nach Heiduschka und 
4) Lift*) zwei strukturell verschiedene Linolensiuren, die dem- 
18 entsprechend verschiedene («- und y-) Hexabromstearinsiuren 
= liefern. Wir haben zur Frage der Isomerie der «- und f-Oktobromide 


m1 bereits Versuche in Angriff genommen, iiber die wir spiter be- 
n richten werden. 


t- Die in Petrolither léslichen Bromide ergaben (nach Ent- 
eg fernen der noch vorhandenen Stearinsaéure) durch Entbromen und 
in Hydrieren eine gesattigte Siure vom Schmelzp. 65° und Mol.- 
Is Gew. 809,2. Sie war durch Umkrystallisieren aus Alkohol und 
1- Aceton nicht weiter zu zerlegen, wohl aber durch fraktionierte 
S- Krystallisation des Methylesters aus Benzol-Methylalkohol. Es ergab 
0- sich einerseits Stearin-, andererseits Behensiure. Die mittleren 
mn Fraktionen dieser Methylester konnten wegen Verlust an Substanz 
n- durch Glasbruch nicht weiter zerlegt werden, so daB es denkbar 
18 ist, daB neben Stearin- und Behenséure auch Arachinsiure vorlag. 

Im tibrigen kann man aus dem Auftreten der Behensiéure in dieser 
mn Fraktion schlieBen, da8 auch petrolitherlésliche Brombehensiuren 
n- vorkommen. Moglicherweise ist dies jedoch nur auf Léslichkeits- 
is beeinflussung durch die anderen, niederen Bromide zuriickzufihren. 
n, Ergebnis: Bei der Untersuchung des aus den Petrolither- 
mn Alkoholmutterlaugen gewonnenen Hirncephalins wurde somit an 
eS gesittigten Sauren nur Stearinsaéure gefunden (30°/, der gesamten 
or aufgefundenen Fettséuren). An hochungesittigten Siuren konnten 
p= | nur solehe mit 22 C-Atomen identifiziert werden (22°/,), die beim 
mn Hydrieren in Dokosanséure iibergingen. Dabei handelt es sich 

nach den Jodzahlen und dem Bromgehalt um ein Gemisch von 
18 solechen mit 4 und mehr (wahrscheinlich 5) Doppelbindungen, bei 
Le dem die ersteren der Menge nach iiberwiegen. Die ungesittigten 
$- Sduren der C,g:+-Reihe wurden nicht naher charakterisiert. Ihre 
1- Menge betrug unter Beriicksichtigung der nach dem Entbromen 
l- und Hydrieren der petrolatherléslichen Fraktion erhaltenen Ana- 
n lysenwerte ungefihr 22°/). Die iibrigen ungesittigten Sauren 
ne gehoren mit Sicherheit teils der C,,: --Reihe, teils der C,,- --Reihe an. 
$° Dabei konnte infolge Mangels an Material nicht entschieden 

werden, ob auch eine ungesattigte Saéure der Cy9° --Reihe vorkommt. 
y° Wir kénnen somit die Ergebnisse anderer Autoren bestatigen*), 


al und E. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und Phosphatide. J. Springer, 
Berlin 1930. 
Q* 
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insbesondere die von Klenk, dai die hochungesattigten Fett- 
siiuren hauptsaéchlich der C,.:+-Reihe angehéren. 


Experimenteller Teil.*) 


Das Cephalin wurde im wesentlichen nach dem friiher von 
uns beschriebenen Verfahren dargestellt. Wir erhielten aus zwanzig 
menschlichen Gehirnen 48 g von ziemlich reinem Cephalin. 

0,0854 g Substanz gaben 0,2062 g CO,, 0,0806 g H,O. 

Gef. C 65,85°/,  H 10,56°/, 

0,1602 g Substanz verbr. 10,30 ccm n/2-NaOH, P 3,57°/, (nach Neu- 
mann). 

0,0504 g Substanz verbr. 4,69 ccm n/70-HCl, N 1,86°/, (Mikrokjeldahl). 

0,0624 g a », 0,837 ccm n/10-NaOH, N-Z. 99,7. 

0,0584 g " »  93,953ccm n/10-J,, J.-Z. 85,9 (nach Rosen- 
mund und Kuhnhenn). 


0,3574 g Substanz gaben hydrolysiert 10 cem Hydrolysat. 
2ccm Substanz gaben 2,40 ccm N, (25°, 710mm), NH,-N = 94,8°/,. 


Beziiglich der Einzelheiten der analytischen Methoden sei hier auf dic 
I. Mitteilung verwiesen. 

Die Verseifung des Cephalins wurde nach der Vorschrift 
von Klenk durchgefiihrt. Verwendet wurden 40g Trocken- 
substanz. 

Gesittigte Fettsduren. Die abgeschiedene Kaliumseife 
wurde nach dem Abfiltrieren und Waschen mit 2n-warmer Salz- 
siiure zerlegt, die Fettsiuren nach dem Festwerden abfiltriert und 
getrocknet. Ausbeute 5,5 g. 

Sie wurden einmal aus Aceton umkrystallisiert und gaben 
38g reine Stearimsdéure (St. 1) vom Schmelzp. 70° (korr.). Der 
Mischschmelzpunkt mit reinster Kahlbaumscher Stearinsiure 
war 70°. 

Zur Molekulargewichtsbestimmung wurden 11,12 mg Séure in 
4cem neutralem Alkohol-Benzolgemisch (8:1) gelést und mit 
n/20-wiBriger NaOH aus der Mikrobiirette titriert. Verbraucht 
wurden 0,78 cem. Mol.-Gew. 285,1.**) 

Das in der Acetonmutterlauge verbliebene Gemisch von 
gesittigten und ungesittigten Fettsiuren wurde nach Twitchell 





*) Die Analysen und ein Teil der praparativen Arbeiten wurden von 
Fri. R. Héchtl ausgefiihrt. 

**) Den Titrationen zur Bestimmung des Mol.-Gew. wurde besondere 
Sorgfalt zugewandt. Es wurden stets Kontrollen mit reinen Saéuren (Stearin- 
und Behensaure) angestellt und mehrere Bestimmungen ausgefiihrt. 
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getrennt. Aus 2,4 g der Séuren wurden so 1,2 g Stearinsfiure vom 
Schmelzp. 70° erhalten. 
10,44 mg Substanz verbr. 0,73 ccm n/20-NaOQH, Mol.-Gew. 286,0. 


Die Fettséuren der alkoholléslichen Bleisalze wurden mit der 
Hauptmenge der ungesattigten, deren Gewinnung im folgenden 
geschildert wird, vereinigt. 

Ungesattigte Fettsauren. Die nach Abfiltrieren der 
Kaliumsalze erhaltene atherische Lésung wurde mit 2 n-HCl 
durchgeschiittelt, der Ather mehrmals mit Wasser gewaschen und 
verdampft. Der Riickstand wurde in 200 cem Aceton aufgenommen 
und vom Ungeldsten abzentrifugiert (2,0 g). Nach Verdampfen 
des Acetons blieben 25 g eines dunklen Oles. 

Diese Fraktion der ungesattigten Fettséuren wurde dann 
zusammen mit den aus dem alkoholldslichen Bleisalz erhaltenen 
durch Kochen mit 5°/,iger methylalkoholischer Schwefelsiure in 
die Methylester ibergefiihrt und im Hochvakuum destilliert. Da 
eine scharfe Trennung von vornherein nicht zu erwarten war, 
wurden nur 2 Hauptfraktionen aufgefangen. 




















, Temperatur des Bades Siedep. Menge 
Vorlauf 160—165 143—147 0,1 102,1 
I 165—190 147—165 9,9 106,8 
II 195—220 170—176 7,7 175,6 
Riickstand — — 7,3 135,0 


Die Ausbeute an iberdestillierten Fettsiureestern betrigt 
somit nur 75°/». 

Zur naheren Charakterisierung wurden die Fraktionen I und II 
nun getrennt bromiert und nur einzelne gleichsinnige Bromfett- 
sdurefraktionen wieder zusammen verarbeitet. Die Methylester 
wurden mit alkoholischem NaOH verseift und die gewonnenen 
iliissigen Fettsiuren bromiert. 

Bromierung der Fettséuren. 8g Saure (aus Frakt. I) 
wurden in 200 cem eines Eisessig—Athergemisches (1:2) gelést und 
unter guter Kihlung in einer Kaltemischung so lange mit einer 
Lésung aus gleichen Teilen Brom und Eisessig-Ather tropfenweise 
versetzt, bis die Lésung langere Zeit schwach gelb blieb. Nach 
J2stiindigem Stehen im Eisschrank wurde von dem Abgeschiedenen 
abfiltriert, mit Ather griindlich gewaschen und getrocknet. 

In gleicher Weise wurden 7g Fettsiéuren der Fraktion II 
cromiert und von den ausgefallenen Bromiden abfiltriert. 
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In Hisessig-Ather unlésliche Bromfettsiuren der 
Fraktion I und II. Die beiden Niederschlige wurden vereinigt 
(5 g) und zur Priifung auf Hexabromide mit 50 cem Benzol aus- 
gekocht. Aus dem Benzol wurden 0,5 g eines gelblichen Pulvers 
gewonnen, das nun nochmals mit Ather ausgezogen wurde (60 bis 
70 ccm). Dabei ging wiederum ein Teil in Lésung. Der benzol- 
aitherlésliche Teil (0,1 g) der Bromide zeigte beim Erhitzen 
bei 165° beginnende Zersetzung, die bei weiterem Erhitzen bald 
vollstindig wurde. 

0,0722 g Substanz gaben 0,1140 g AgBr. 

Gef. Br 67,2°/,*) 

Das benzollésliche-atherunlésliche Bromid (0,4 g) er- 

weichte bei 180° etwas, war aber bei 225° noch nicht geschmolzen. 


0,0378 g Substanz gaben 0,0598 g AgBr. 
Gef. Br 67,32°/, 


-Yur naheren Charakterisierung wurden 0,35 g des benzol- 
léslichen-itherunléslichen Bromids durch 8stiindiges Kochen mit 
0,5 ¢ feinen Zinkspinen und 25 ccm absolutem Alkohol entbromt. 
Zur Vervollsténdigung wurde noch 1 Stunde mit 2 cem 7,5 n-alko- 
holischer Salzsiiure weiter gekocht, dann abfiltriert, mit Wasser 
verdiinnt und der Athylester mit Petrolither ausgeschiittelt. Nach 
dem Waschen und Trocknen und Verjagen des Petrolathers wurde 
in 20 cem Alkohol aufgenommen und mit Platinmohr und Wasser- 
stoff nach Willstaétter hydriert.**) Der hydrierte Ester wurde 
mit alkoholischer Lauge verseift und die Saure aus wenig Aceton 
umkrystallisiert. Schmelzp. 81° (korr.). 

6,50 mg Substanz verbr. 0,39 ccm n/20-NaOH, Mol.-Gew. 333,3. 


*) Die Bestimmung des Broms geschah in Anlehnung an eine Jod- 
bestimmung von Fendler und Stiiber [Diese Z. 89, 123 (1914)] auf 
folgende einfache Weise, die uns fiir Bromfettsiuren besonders geeignet er- 
scheint: 0,05—0,lg Substanz werden mit 3—4 ccm alkoholischer KOH 
(14g KOH in 100ccm 70°/,igem Alkohol) vorsichtig im Eisentiegel auf- 
geschlossen (nicht zu stark gliihen). Nach Zugabe von 5ccm Wasser wird 
durch ein aschefreies Filter abfiltriert und die Kohleteilchen samt dem Filter 
nochmals mit 0,3 ccm KOH verascht, wobei im allgemeinen fast kein Riick- 
stand bleibt. Nach weiterem Abfiltrieren und Auswaschen wird mit Natrium- 
sulfit und H,SO, aufgekocht, bis alles SO, verschwunden ist. Dann wird mit 
AgNO, in der iiblichen Weise gefallt. 

**) Bei dieser und den im folgenden beschriebenen Hydrierungen mubBte 
der Katalysator meist erneuert werden. AuBerdem muBte man zur Beendigung 
der Hydrierung stets erwirmen. Verfolgt wurde die Hydrierung an der Ab- 
nahme der J.-Z. 
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Die in Benzol ungelésten («-)Oktobromide (4,5 g) 
zeigten beim Erhitzen bis ungefihr 250° keine Verinderung. Bei 
Temperaturen dariiber zersetzten sie sich allmahlich. 

0,0514 g Substanz gaben 0,0816 g AgBr. 

Gef. Br 67,56°/, 
, 0,2334 g Substanz gaben 0,2032 g CO,, 0,0656 g H,O. 
| Gef. C 23,75°/, H 3,15°/, 
| 4g wurden mit 8g Zinkstaub und 100 cem HCl-Alkohol 
4 Stunden am Riickflu8 erhitzt. Die daraus gewonnenen Fett- 
siureester mit der Jodzahl 310,4*(0,0458 g Substanz verbrauchen 
11,2 ccm n/10-Jod)*) wurden in 70 ccm Alkohol in der Warme 
bis zum volligen Verschwinden der Jodzahl hydriert (2malige Zu- 
gabe von je 0,5 g Platinmohr). Durch Verseifen des Hydrierungs- 
produktes mit alkoholischer Lauge, Anséiuern und Ausschiitteln 
mit Petrolither wurden 1,2 g gesittigte Siure erhalten. Schmelz- 
punkt 80—81° nach Umkrystallisieren aus wenig Alkohol. Nach 
nochmaligem Umkrystallisieren aus Aceton war der Schmelzpunkt 
gleich geblieben. Der Mischschmelzpunkt mit Behenséure (aus 
Krukasaéure)**) vom Schmelzp. 83° war 82° (Erweichen bei 81°). 
11,80 mg Substanz verbr. 0,69 ccm n/20-NaOH, Mol.-Gew. 342,0. 
1 0,0410 g - gaben 0,1164 g CO,, 0,0486 g H,O. 
Gef. C 77,43,  H 13,26°/, 
CyoH,0. Ber. C 77,57%/, H 13,03°/, 
‘ Mol.-Gew. 340,35 
' Die in Hisessig-Ather léslichen Bromfettsauren der 
Fraktion I. Aus der bei der Bromierung anfallenden Mutterlauge 
wurde der Ather zunichst durch Durchsaugen von Luft gréBten- 
teils entfernt. Dann wurde unter Rihren in 500 ccm Wasser 
. gegossen und das 6lige Produkt méglichst bromfrei gewaschen, 


if wodurch es allméhlich fest wurde. Ausbeute nach dem Trocknen 
P. 11,5 g. 

: Das gelbliche Pulver wurde fein zerrieben und 2mal mit 30 cem 
: Petrolither ausgekocht und filtriert. Das Ungeléste betrug 0,4 g. 
. Das Petrolétherunlésliche zeigte beim Erwirmen bei 
‘- 160° teilweises Schmelzen und mit steigender Temperatur langsame 
i Zersetzung. Zur weiteren Trennung wurde 2mal mit 15 cem Ather 





*) Ausfiihrung in Tetrachlorkohlenstoff nach einer von E. T. Gelber 


te und J. Béeseken [R. 46, 158 (1927)] ausgearbeiteten Modifikation der Wijs- 
ig schen Methode; Dauer 3 Stunden. 
p- **) Herrn Prof. P. Brig] méchten wir fiir die freundliche Uberlassung 


der Behensdéure auch hier unseren ergebensten Dank aussprechen. 
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ausgezogen. Das in Ather Ungeléste zeigte beim Erhitzen bei 170° 
schwaches Sintern und war bei 240° noch nicht geschmolzen. Ks 
handelte sich bei diesem somit um geringe Mengen der gewohn- 
lichen («-) Oktobromide. Es wurde wegen der nur sehr geringen 
Menge nicht weiter untersucht. Das in Petrolaither unlésliche, 
in Ather lésliche Bromid (0,3 g) schmolz gréBtenteils bei 165° 
und ging bei weiterem Erhitzen in Zersetzung itiber, die bei 200° 
vollstindig war. 
0,0536 g Substanz gaben 0,0834 ¢ AgBr. Gef. Br 66,22°/). 


Die weitere Aufarbeitung dieses ,,(f-)‘* Oktobromids erfolgte 
zusammen mit demjenigen der Fraktion II. 

Petrolaitherlésliche Bromfettséiuren der Fraktion I. 
Nach Entfernen des Petrolaithers krystallisierte die Substanz teil- 
weise aus. Wir glaubten zunichst, es seien Tetrabromide, die — 
an und fiir sich in Petrolither unléslich — durch die vorhandenen 
Dibromide in Lésung gehalten worden waren. Es zeigte sich aber, 
daB die Krystalle aus Stearinsiure bestanden, die bei der Ver- 
seilfung nicht vollstandig abgeschieden worden war. Beim Zentvri- 
fugieren bildeten sich 2 Schichten. 

Obere Schicht: 0,0842 g Substanz gaben 0,0642 g AgBr. 

Gef. Br 32,45°/, 
Untere Schicht: 0,0758 g Substanz gaben 0,0654 g AgBr. 
Gef. Br 36,72°/). 

Wir nahmen jede der Schichten in wenig Aceton auf und 
lieBen im Eisschrank krystallisieren. Wir erhielten so durch 
2maliges Krystallisieren aus der oberen (krystallisierten) Schicht 
0,9 g Séiure vom Schmelzp. 70°. 

0,0748 g Substanz gaben 0,2080 g CO,, 0,0854 g H,0. 

Gef. C 75,84°/,  H 12,78°/, 

8,87 mg Substanz verbr. 0,62 ccm n/20-NaOH, Mol.-Gew. 286,1. 

Aus der unteren, éligen Schicht erhielten wir auf die gleiche 
Weise 0,5 g Séure vom Schmelzp. 67°. 

11,91 mg Substanz verbr. 0,84 ccm n/20-NaOH, Mol.-Gew. 283,6. 

Es fanden sich also bei den ,,Dibromiden“ der Fraktion | 
noch 1,4 g Stearinsaure. 

Aus den vereinigten Acetonmutterlaugen erhielten wir ein 
noch stearinsiurehaltiges Bromfettsiuregemisch mit 39,60°/, Brom. 
Die letzten Reste von Stearinséure lieBen sich nicht entfernen. 
Die weitere Verarbeitung erfolgte zusammen mit dem entsprechen- 
den Anteil der Fraktion IT. 
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Die in Hisessig-Ather léslichen Bromfettsiuren der 
Fraktion II. Nach Entfernen des Athers wurde — wie bei Frak- 
tion I schon beschrieben — mit Wasser gefallt und das Brom aus- 
gewaschen. Wir erhielten 10,3 g trockne Substanz. Nach dem 
Pulverisieren wurde 2mal mit je 25 ccm Petrolither ausgekocht 
und abfiltriert. 

Das Petrolitherunlosliche (2,8 g) zeigte beim Erhitzen 
bei 180° teilweises Sintern, bei 162° Schmelzen unter Zersetzung. 
Bei 158° in das Bad gebracht, tritt Erweichung ein, bei weiterem 
Erhitzen schmilzt die Substanz bei 162°. 

0,0824 g Substanz gaben 0,1266 g AgBr. 

Gef. Br 65,53°/, (wiederholt 65,62°/,) 

Dieses eisessig-itherlésliche, petrolaitherunlésliche (f-) Okto- 
bromid wurde nun mit dem /-Oktobromid der Fraktion I zusammen 
weiter verarbeitet. 

2g wurden mit 30 ccm 96°/jigem Alkohol kurz aufgekocht 
und hei8 filtriert. Der geringe nicht geléste Riickstand wurde 
auBer auf Schmelzpunkt (langsame Zersetzung ab 160°) nicht 
weiter untersucht. Aus dem Alkohol krystallisierten 1 g einer 
Bromfettséure (6-Oktobromid I) vom Schmelzp. 163—-164° (Er- 
weichen bei 150°). 

0,0522 g Substanz gaben 0,0882 g AgBr. Gef. Br 68,0°/). 

0,1265¢ ,, , 0,1142g CO,, 0,0396 g H,0. 

Gef. C 24,62°/, H 3,50°/, 

Aus der Mutterlauge erhielten wir durch Einengen ein /-Okto- 
bromid II in einer Menge von 0,5 g. 

0,0560 g Substanz gaben 0,0868 g AgBr. Gef. Br 66,27°/, 


Zur weiteren Charakterisierung wurden beide entbromt. 

0,9 g B-Oktobromid I wurden mit 2 g Zinkspinen und 30 cem 
absolutem Alkohol zunachst 8 Stunden am Riickflu8B gekocht und 
dann nochmals 3 Stunden mit 3 ccm 7,5/n-HCl weiter erhitzt. 
Dann Abfiltrieren, Verdiinnen mit Wasser, Ausschiitteln mit 
Petrolather, Waschen desselben mit Wasser und Verdampfen des 
Petrolathers. Ausbeute 0,25 ¢ gelbes Ol. 

0,0236 g Subst. verbr. 5,55 cem n/10-Jod, J.-Z. 298,5 (Wijs, 3 Stunden). 

Der Ester wurde — in 20 cem Alkohol gelést — mit Platin- 
mohr und Wasserstoff hydriert. Durch Verseifen und Umkrystalli- 
sileren ergaben sich 0,2 g gesattigte Saure vom Schmelzp. 79—80° 
(Erweichen bei 77°). Mischschmelzpunkt mit Behenséiure (Brig]) 
31—82°. (Erweichen bei 80°). 
10,61 mg Substanz verbrauchten 0,62 com n/20-NaOH, Mol.-Gew. 342,3. 
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0,5 g B-Oktobromid IL wurden mit 1g Zink wie oben ent- 
bromt und gaben einen gelblichen ungesattigten Ester in einer Aus- 
beute von 0,138 g. 

0,0234 g Substanz verbrauchten 5,75 ccm n/10-Jod, J.-Z. 311,9 (Wijs, 
3 Stunden). 

Durch Hydrieren und Verseifen gewannen wir die gesattigte 
Saure in einer Ausbeute von 0,07 g. Schmelzp. 79,5°. Mischschmelz- 
punkt mit Behenséure (Brigl) 80° (Erweichen 77°). 

6,78 mg Substanz verbrauchten 0,40 ccm n/20-NaOH, Mol.-Gew. 339,0. 


Sowohl £-Oktobromid I als auch f-Oktobromid II ergaben 
somit durch Entbromen und Hydrieren Behenséure. Aus dem 
Bromgehalt kann man erkennen, daf die Zahl der Doppelbindungen 
zwischen 4 und 5 liegt. 

Petrolatherlésliche Bromfettsiuren der Fraktion II. 
Die Aufarbeitung geschah, wie bei Fraktion I beschrieben. Nach 
Verdampfen des Petrolaithers blieben 7,5 g Riickstand, der teil- 
weise krystallisierte und beim Zentrifugieren 2 Schichten gab. 

Obere Schicht: 0,1158 g Substanz gaben 0,1006 g AgBr. 

Gef. Br 36,97°/, 
Untere Schicht: 0,1186 g Substanz gaben 0,1214g AgBr. 
Gef. Br 43,56°/, 

Durch 2maliges Umkrystallisieren aus Aceton erhielten wir 
aus der oberen Schicht 0,6 g Stearinséure vom Schmelzp. 69°. 

14,23 mg Substanz verbrauchten 1,00 ccm n/20-NaOH, Mol.-Gew. 284,6. 

Aus der unteren 6ligen Schicht ergaben sich auf die gleiche 
Weise 0,2 g Stearinsiure vom Schmelzp. 68°. 

12,17 mg Substanz verbrauchten 0,86 ccm n/20-NaOH, Mol.-Gew. 283,2. 

Zusammen fanden wir also in der Dibromidfraktion von II! 
0,8 g Stearinsaure. 

Die beiden Acetonmutterlaugen enthielten ein Bromfettsaure- 
gemisch mit etwa 48,8°/, Brom. Es wurde mit demjenigen der 
Fraktion I vereinigt (zusammen 15 g) und entbromt. 7 g wurden 
mit 7 g Zinkspénen und 50 cem absolutem Alkohol 3 Stunden am 
RiickfluB gekocht, 50 cem 7,5 n-alkoholische HCl zugefiigt und 
weitere 3 Stunden erhitzt. Dann Abfiltrieren, Verdiinnen mit 
Wasser, Ausschiitteln mit Petrolather, Waschen und Verdampfen. 
8,8 ¢ eines gelben Oles. 


0,0494 g Substanz verbrauchten 3,90 ccm n/10-Jod, J.-Z. 100,2 (Wijs, 
15 Minuten). 


Durch Hydrieren und Verseifen in der geschilderten Weise 
gewannen wir eine gesattigte Saure vom Schmelzp. 65°, der sich 
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auch durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus Alkohol und aus 
Aceton nicht anderte. 

12,06 mg Substanz verbr. 0,78 ccm n/20-NaOH, Mol.-Gew. 309,2 (wieder- 
holt 311,7). 

0,0442 g Substanz gaben 0,1244 g CO,, 0,0502 g H,0O. 

Gef. C 76,76°/, H 12,71°/, 

0,9 g*) Séure wurden durch mehrstiindiges Kochen mit 5°/jiger 
methylalkoholischer Schwefelsiure verestert, der Ester nach dem 
Verdiinnen mit Wasser mit Petrolither ausgeschiittelt und das 
Losungsmittel verdampft. Der erhaltene Ester wurde aus 12cem eines 
Benzol-Methylalkoholgemisches (2:5) fraktioniert umkrystallisiert. 
1. Fraktion Schmelzp. 49° (0,25 ¢). 3. Fraktion Schmelzp. 41°. 
ae » “ae »  89,0° (0,08 g). 

Die zweite und dritte Krystallisation wurden nochmals in 
gleicher Weise fraktioniert krystallisiert, wobei aber wiederum nur 
zwei Fraktionen von 44 und 42° erhalten wurden. Da somit eine 
weitere Trennung durch Krystallisation nicht zu erreichen war und 
die Mengen fiir eine Destillation zu gering waren, wurden Frak- 
tion IV, deren Schmelzpunkt fiir Stearinsiuremethylester sprach 
und Fraktion I, die als zum gr6éBten Teil aus Behensiuremethyl- 
ester zu bestehen schien, allein weiter fraktioniert. Aus Fraktion I 
wurden erhalten 0,18 g vom Schmelzp. 52—53° und 0,03 g vom 
Schmelzp. 50°. Der Methylester vom Schmelzp. 52—53° wurde 
verseift. Die freie Saure schmolz nach Umkrystallisieren aus 
Aceton bei 78°. Mischschmelzpunkt mit Behenséure: 78,5—79,5°. 

7,97 mg Substanz verbrauchten 0,46 ccm n/20-NaOH, Mol.-Gew. 346,5. 


Fraktion IV ergab nach dem Verseifen eine Séure vom 
Schmelzp. 68°. 
10,25 mg Substanz verbrauchten 0,71 com NaOH, Mol.-Gew. 288,7. 
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Uber die Spaltung des Arcains durch Mikroorganismen. 
Ill. Mitteilung: 


Der biologische Abbau des Agmatins zum Carbaminyl-Putrescin. 
Von 


Friedrich Linneweh. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Dezember 1931.) 


Beim biologischen Abbau der in der belebten Natur vor- 
kommenden Guanidinderivate kann man neben der Arginase- 
reaktion: 

H,N-C:NH-NHR + H,0 = H,N-CO-NH, -+ H,NR 
(Abspaltung von Harnstoff und Bildung eines Amines) die hydro- 
lytische Abspaltung der Iminogruppe des Guanidinkernes unter 
Bildung der entsprechenden Carbaminylverbindung und Ammoniak 
beobachten. 

H,N.C:NH-NHR + H,0 = H,N-CO-NHR + NH, 

Diese Reaktion wurde zum ersten Male beim Kreatinin fest- 
gestellt, das durch Saprophyteneinwirkung in Methylhydantoin 
ibergeht [D. Ackermann!) und F. Linneweh?)]. Spater zeigte 
sich ferner, daB Areain (1,4-Diguanido-n-butan) bei der Faulnis 
neben Putresein (1,4-Diamido-n-butan), Harnstoff und Agmatin 
(1-Guanido-4-amino-n-butan) auch Carbaminylagmatin (1-Guanido- 
4-ureido-n-butan) liefert (F. Linneweh)’). Ebenso entsteht bei 
der Argininfiulnis Citrullin [2-Amino-5-ureido-n-pentansiure-(1) | 
(Ackermann).) 

Fiir das bei der Uberfithrung des Arginins in Citrullin wirkende 
Ferment hat Ackermann®) die Bezeichnung Arginindesimidase 
vorgeschlagen. Ganz allgemein médchte ich Fermente, die den 
Guanidokern in den Ureidokern iiberfiihren, als Guanidodes- 
midasen bezeichnen. 
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Daf auch im Korper der héheren Tiere Desimidasen vor- 
kommen, ergibt sich aus dem Auftreten der schon lange bekannten 
Guanase, die Guanin in Xanthin verwandelt. Ferner konnten 
Thomas und Gorne®) nach Verfiitterung von e-Guanidocapron- 
siure an Kaninchen das Auftreten von e¢-Ureidocapronsiure im 
Harn wahrscheinlich machen. 

Da ich nun vor kurzer Zeit das Auftreten von Agmatin als 
Abbauzwischenprodukt bei der Arcainfaiulnis beobachtete (a. a. O.), 
konnte nach diesen Erfahrungen mit der Moglichkeit gerechnet 
werden, auch das Agmatin mit Hilfe der Guanidodesimidase zu 
Ammoniak und Carbaminylputrescin weiter abzubauen. 

Bei dem von mir angesetzten Faulnisversuch mit Agmatin 
lieB sich nun tatsachlich nicht nur das bereits von Reinwein und 
Kochinki’) hier beobachtete Putrescin, sondern auch das er- 
wartete Carbaminylputrescin isolieren. 

H,N-C:NH-NH-(CH,),-NH, + H,O = NH, + H,N-CONH-(CH,),-NHg, 
Agmatin Carbaminylputrescin. 

Die Identifizierung des Carbaminylputrescins erfolgte durch 
Analyse des Dipikrates und Chlorides, sowie durch Vergleich dieser 
Salze mit den entsprechenden des synthetischen Koérpers, den ich 
aus Putrescinmonosulfat und Bariumcyanat darstellte. Auch war 
die Harnstoffprobe mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in salzsaurer 
Lésung von Barrenscheen und Weltmann§) in beiden Pri- 
paraten positiv. 

Nach diesem Befunde kénnte man annehmen, dab bei der 
weiteren Zersetzung des Arcainféiulnisproduktes Agmatin nur die 
Wirkung einer Guanidodesimidase im Spiele ist, um den Guanido- 
kern zu zerst6ren, und eine Arginasewirkung tiberhaupt nicht statt- 
findet. Fiir diese Annahme spricht das Fehlen von Harnstoff, den 
ich vergeblich zu isolieren und auch mit der Farbenreaktion nach- 
zuweisen versucht habe. Dabei ist allerdings vorausgesetzt, daB 
Harnstoff nicht, nachdem er als Spaltprodukt aufgetreten ist, seiner- 
selts wieder durch Bakterienurease quantitativ zersetzt wird. Dies 
hoffe ich spater noch entscheidern zu kénnen. Ebenso soll versucht 
werden, Guanidodesimidasen nach den neuen Methoden ab- 
zuscheiden und zu reinigen. 

Da bei der Einwirkung von ‘:uanidodesimidase auf Arcain 
(1,4-Diguanido-n-butan) wahrscheinlich auch beide Guanidokerne 
gleichzeitig angegriffen werden kénnen, so da8 Dicarbaminy)- 
putrescin (1,4-Diureido-n-butan) entsteht, das bislang allerdings 
noch nicht isoliert werden konnte, so habe ich diesen K6rper 
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synthetisch hergestellt und lasse am SchluB der Arbeit eine kurze 
Beschreibung folgen. 


Experimenteller Teil. 


9,8 g Agmatindisulfat (synthetisch), 1 g Pepton Witte und 2 ¢ 
Traubenzucker wurden in 500 ccm Wasser gelést. Die Lésung wurde 
mit so viel Ammoniak alkalisch gemacht, daB ein px von 10,8 nicht 
tiberschritten wurde, und nach Impfung mit einer Mischkultur aus 
faulem Pankreasgewebe bei ungefihr 38° im Brutschrank auf- 
bewahrt. Die anfangs herrschende lackmusalkalische Reaktion 
muBte wegen Saéuerung durch mehrmaligen Zusatz von 10°/,igem 
Ammoniak immer wieder hergestellt werden. Als nach insgesamt 
22 Tagen die Farbenreaktion von Sakaguchi), die in diesem 
Falle das Vorhandensein von Agmatin anzeigte, an Intensitét merk- 
lich abgenommen hatte, wurde die Faulnis abgebrochen, die Fliissig- 
keit mit Baryt von der Schwefelsdure befreit und zwecks Entfernung 
des Ammoniaks im Vakuum eingeengt. 


Isolierung des Putrescins. 


Zu der nach dem Abdampfen des Ammoniaks auf 1 Liter 
aufgefiillten Flissigkeit wurden 500 ccm wiaBrige Pikrinsaéure 
hinzugefiigt, bis kein Niederschlag mehr fiel. Der Niederschlag wog 
15 g. Das schwerlosliche Pikrat bildete nach dem Umkrystallisieren 
aus Wasser lange, verfilzende Nadeln vom Zersetzungspunkt 240 
bis 250°. 

6,815 mg Substanz gaben 1,210 ccm N, (759 mm, 21°). 

Fir O,H,,N,(CeH3N;0,), (546,20) Ber. N 20,55°/, 
Gef. ,, 20,61 

Kis handelt sich also um Putrescindipikrat. Die Rohausbeute 

betrigt 638°/, der theoretisch médglichen Menge. 


Isolierung des Carbaminylputrescins. 


Aus der Mutterlauge der Putrescinpikratfaillung schied sich 
beim Einengen im Vakuum eine zweite Pikratfraktion ab. Diese 
Pikratfraktion B, die mit freier Pikrinsiure verunreinigt war, wurde 
mit Hilfe von Schwefelsiure, Chloroform und Baryt in einen Sirup 
freier Basen verwandelt, der barium- und schwefelsdurefrei war. 
Der Sirup reagierte kurkumaalkalisch und gab die Harnstoffprobe 
von Barrenscheen-Weltmann ausgesprochen stark. Er wurde 
mit Salzsiure neutral gemacht und vorsichtig auf dem Wasserbade 
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eingeengt. Beim Erkalten des Sirups der Chloride bildeten sich 
drusenf6rmige Krystalle, die ich sofort abfiltrierte. 

Da das in geringer Menge vorhandene Chlorid wegen seiner 
groBen Léslichkeit in Wasser ohne erhebliche Verluste schwer zu 
reinigen war, wurde es in viel Wasser gelést und fraktioniert mit 
methylalkoholischer Pikrinséure gefallt. Die letzte der drei Frak- 
tionen zeigte nach zweimaligem Umkrystallisieren ein einheitliches 
Krystallbild und bestand aus dem Dipikrat des Monocarbaminyl- 
putrescins. 

Das Monocarbaminylputrescindipikrat schmilzt wie das syn- 
thetische Produkt (siehe unten) bei 164—165°, der Mischschmelz- 
punkt beider zeigt keine Depression. Im mikroskopischen Bilde 
besteht gleichfalls kein Unterschied. Das Pikrat bildet lange 
Nadeln, die sich zu Biischeln anordnen. 


3,411 mg Substanz gaben 4,320 mg CO, und 0,980 mg H,O. 
4,430 mg = » 0,843 ccm N, (19,5°, 751 mm). 


Fir C;H,,N,O-(CgHN;0;), (589,23) 
Ber. C 34,62°/, H 3,25%/, N 21,40%, 
Gef. ,, 34,54 9» S21 », 21,90 
Zur weiteren Identifizierung der vorliegenden Substanz als 

Carbaminylputrescin wurde das Chlorid gewahlt, das nach Reinigung 
iiber das Pikrat durch Zusatz von einem Tropfen konzentrierter 
Salzsiure zur alkoholischen Lésung der freien Base gewonnen wurde. 
Es bildet Nadeln und schmilzt wie das Chlorid des entsprechenden 
synthetischen Produktes bei 185° (unkorr.). Der Mischschmelz- 
punkt zeigt keine Depression. In wa8riger Lésung reagiert es 
neutral. 


6,445 mg Substanz gaben 1,372 ccm N, (19°, 752 mm). 


6,360 mg - » 5,441 mg AgCl. 
Fiir C;H,,N,0- HCl (167,58) Ber. N 25,08°/, Cl 21,15°/, 
Gef. ,, 24,71 9» 21,17 


Synthese des Monocarbaminylputrescins. 


Ungefaihr 1,5 g Putrescindichlorid werden in 30 ccm Wasser 
gelést und mit Hilfe von Silberoxyd bei schwefelsaurer Reaktion 
in tiblicher Weise vom Chlor befreit. Da der Putrescingehalt dieser 
Lésung nach dem Kjeldahlverfahren nicht bestimmt werden 
konnte, titrierte ich mit 6,9 cem 2 n-H,SO, auf neutrale Reaktion 
(Lackmus), was Putrescindisulfat (C,H,.N.-H,80,) entsprechen 
wiirde. Um zum Putrescinmonosulfat zu gelangen, fillte ich die 
Halfte der zugesetzten Schwefelsiure mit n/5-Barytlésung wieder 
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aus. Die abfiltrierte Lésung enthielt auf Grund der Titration 0,93 » 
Putrescinmonosulfat. 

Diese Lésung (ca. 100 cem) wurde mit einem dreifachen Uber- 
schuB von Bariumcyanat aufgeschwemmt und eine Stunde bei ca. 
40—50° geschiittelt. Da sich jetzt in der Lésung keine Schwefel- 
siure mehr nachweisen lieB, war damit die Reaktion beendet. Die 
filtrierte Reaktionslésung reagierte kurkumaalkalisch und gab dic 
Harnstoffprobe von Barrenscheen-Weltmann ausgesprochen 
stark. Aus der Lésung wurde darauf das iiberschissige, nicht in 
Reaktion gegangene Putrescin mit kaltgesattigter, waBriger Pikrin- 


siure quantitativ ausgefillt. Es fielen 2,8 g Pikrat vom Zersetzungs- 


punkt 240—250° (Putrescindipikrat). 

Die Mutterlauge der Pikrinsiurefallung wurde mit Hilfe von 
Schwefelsiure, Benzol und Baryt von der Pikrinsaéure befreit und 
im Vakuum eingeengt. Der Sirup, der weder Barium, noch Schwefel- 
siure enthielt, wurde mit methyialkohouscher Pikrinsiure quanti- 
tativ ausgefallt. Es fielen 0,6 ¢ Dipikrat des Monocarbaminy|- 
putrescins (Ausbeute von 15°/,). 

Monocarbaminylputrescindipikrat. Das Dipikrat 
schmilzt bei 164—165° (unkorr.). Es bildet lange Nadeln und ist 


in Wasser leicht Iéslich. 


22,544 mg Substanz gaben 28,3 mg CO, und 6,7 mg H,O (Best. nach 


ter Meulen). 
5,142 mg - - 0,949 ccm N, (16,5°, 756 mm). 


Fir C;H,;N,0-(CsH3N30,), (589,23) 

Ber. C 34,62°/, H 3,25%/, N 21,40°/, 

Gef. ,, 34,24 99 Boa »» 21,66 

Monocarbaminylputrescinmonochlorid. Das Mono- 
chlorid erhielt ich durch Fallung mit konzentrierter Salzsaure aus 
der alkoholischen Lésung der freien Base. Es fallt auf Kratzen 
in nadelférmigen Krystallen, schmilzt bei 185° (unkorr.) und ist 
in Wasser sehr leicht léslich, in absolutem Alkohol schwer léslich. 


2,323 mg Substanz gaben 0,510 ccm N, (20,5°, 751 mm). 


4,695 mg - » 93,950 mg AgCl. 
Fiir C;H,,N,0-HCl (167,58) Ber. N 25,08°/, Cl 21,15°/, 
Gef. ,, 25,26 » 20,81 


Freies Monocarbaminylputrescin. Die freie Base is! 
leicht léslich in Wasser und Alkohol, reagiert kurkumaalkalisc! 
und gibt die Harnstoffprobe mit p-Dimethylaminobenzaldehyd 1" 


salzsaurer Lésung. 
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Verbindung mit 


wasserschwerléslich 


wasserleichtléslich (bzw. Niederschlag) 
Salpetersaiure | Phosphorwolframsaure 
Salzsaure Quecksilbernitrat 
freie wiBrige Pikrinsiure methylalkoholische 
Pikrinsaure 
Pikrolonsaure | Flaviansiure 
Quecksilberchlorid | Quecksilberchlorid 
waBrig alkoholisch 
Rufianséure waBrig Rufiansiure alkoholisch 
Goldchloridchlor - 
wasserstoffsaur e 


Dicarbaminylputrescin. 


Bei der Reaktion von Putrescin-disulfat, (C,H,.N.°H,SO,), 
mit einem Uberschu8 von Bariumcyanat bei gelinder Erwirmung 
(auf 40—50°) erhalt man nach Eindampfen des Reaktionsgemisches 
bei der ihm eigenen Reaktion einen schwerléslichen Koérper. Nach 
lem Umkrystallisieren bildet er kurze Nadeln, die bei 225° (un- 
korr.) schmelzen und die Harnstoffprobe von Barrenscheen- 
Weltmann geben. Die Biuretprobe ist negativ. Die Léslichkeit 
st in Alkohol und Wasser ziemlich gering. 


20,915 mg Substanz gaben 31,4 mg CO, und 15,4 mg H,O. 
4,740 mg wi os 1,3426 com N, (21°, 742 mm). 
Fir C,H,,N,0, (174,14) 
Ber. C 41,36°/, H 8,099/, N 32,18%/, 
Gef. ,, 40,95 », 8,24 »5 o2,11 
Die Verbindung war bei 100° im Vakuum getrocknet. Sie 
ubt in konzentrierter, wiBriger Losung mit methylalkoholischer 
ikrinséure eine langsame Fallung, die aus dem Dipikrat besteht 
ind nach dem Umkrystallisieren bei 168—169° schmilzt (unkorr.). 
4,902 mg Substanz gaben 6,130 mg CO, und 1,418 mg H,0. 
Fiir CsH,,N,02:(CgH3N,0-), (632,42) Ber. C 34,16°/, H 3,199/, 
Gef. ,, 34,11 o Open 


Das schwerloésliche Dicarbaminylputrescin entsteht auch bei 
‘ry Einwirkung von Kaliumcyanat auf Putrescindichlorid. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCV. 10 
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Zusammenfassung. 


Der biologische Abbau des Arcains (1,4-Diguanido-n-butan) 
mit Hilfe von Bakterienfermenten fiihrt zu Carbaminylagmatin, 
Agmatin, Carbaminylputrescin, Putrescin und Harnstoff. Die Ver- 
bindungen Carbaminylagmatin und Carbaminylputrescin werden 
durch Synthese sichergestellt. 

Neben der Arginasereaktion fiihrt der biologische Abbau der 
untersuchten Guanidinderivate also wenigstens teilweise zu Carb- 
aminyl- (oder Ureido)-verbindungen. Diese hydrolytische 
Aufspaltung des Guanidokernes ist also tatsachlich 
eine weitverbreitete, biologische Reaktion; die hier 
wirksamen Fermente mégen als Guanidodesimidasen 
bezeichnet werden. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich 
fiir die Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit nétig waren. 
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Uber die Proteasen der ,,Acidoproteolyten“. 


Von 


C. Gorini, W. Grassmann und H. Schleich. 


(Aus dem Bakteriologischen Laboratorium der Landwirtschaftlichen Hochschule in Mailand 
und dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Dezember 1931.) 


Die von C. Gorini) in den Jahren 1892—94 aufgefundenen 
Bakterien der sauren Labgerinnung (,,Acidoproteolyten“) sind 
dadurch ausgezeichnet, da8 sie die Entstehung erheblicher Siure- 
mengen im Kulturmedium bewirken und, im scharfen Gegensatz 
zu den ibrigen bekannten eiweiBverdauenden Bakterien, ihre 
proteolytische Wirksamkeit bei ausgesprochen saurer Reaktion zu 
entfalten vermégen. Mit Riicksicht auf diese EKigentiimlichkeit und 
entsprechend dem damaligen Stand unserer Kenntnisse der 
Proteasen hat C. Gorini die Anwesenheit einer Pepsinase in den 
von ihm beschriebenen Bakterienarten angenommen. 

Diese Auffassung ist indessen in Frage gestellt worden, als 
vornehmlich durch die Untersuchungen von E. Willstatter und 
seinen Schiilern in den Proteinasen von der Art des Papains und 
Kathepsins dem ,,Trypsin‘’ und dem ,,Pepsin“ ein dritter, vor- 
wiegend im schwachsauren Medium wirksamer Typus eiweib- 
spaltender Enzyme zur Seite gestellt und seine weite Verbreitung 
im gesamten Tier- und Pflanzenreich nachgewiesen wurde.?) Wir 
haben daher die Proteasen der Acidoproteolyten erneut zu studieren 
begonnen und wir teilen das Ergebnis unserer schon vor einigen 
Jahren durchgefiihrten Untersuchung trotz seiner Unvollstindig- 
keit mit, weil es als Beitrag zu der neuerdings von mehreren Seiten 


1) C. Gorini, Rivista d’Igiene e Saniti Publica 1892—93; Giorn. R. 
Soc. It. Ig. 1894; Rend. R. Ist. Lomb. Sc. Lett. 1901, 1904, 1906, 1907, 1927; 
Rend. R. Acc. Lincei 1902, 1915, 1925; Milchwirtsch. Forschungen 1928; 
Zbl. Bakter. II. Ab. 1926; Le Lait 1930. 

2) Literatur vgl. W.Grassmann in C.Oppenheimers Hdb. d. 
Biochem., Erg.-Bd. 8. 182ff., Jena 1930. 
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wieder aufgenommenen Bearbeitung der Bakterienproteasen?) 
vielleicht von einigem Wert sein kann. 

Die in den Milchkulturen der Acidoproteolyten auftretende 
Aciditiit entspricht, wie der folgende Versuch zeigt, im allgemeinen 
emer Wasserstoffionenkonzentration von maximal 10-* bis 10-, 
einer Reaktion also, bei der echtes Pepsin nicht mehr wirken sollte, 
wiihrend sie fiir eine Proteinase vom Papain-Kathepsintypus als 
optimal angesprochen werden kann. Zu ibereinstimmenden Er- 
gebnissen ist kiirzlich A. Janoschek?) bei der Untersuchung 
einiger von C. Gorini titbersandter Kulturen von Acidoproteolyten 
gelangt. 

Zu den Versuchen wurden Stémme der Acidoproteolyten ausgewahlt, 
die eine besonders intensive Wirksamkeit auf die Milch zeigten, bei erheblich 
saurer Reaktion koagulierten und das Koagulum weiterhin energisch unter 
fortschreitender Saurebildung auflésten. Die Kulturen wurden in Milch, dic 
durch Tyndallisieren in stré6mendem Dampf sterilisiert waren, angesetzt und 
10 Tage lang bei 30° gehalten, nach welcher Zeit die maximale Wasserstoff- 
ionenkonzentration erreicht war. 

Das pu wurde colorimetrisch im klaren Filtrat bestimmt. Das Ergebnis 
zeigt die folgende Zusammenstellung: 


a) Kontrollversuch ohne Bakterien. ....... . . 6,5 pH 
DO ee Ge kt te tl 7 
SO) GR oy ke ewe we ee ek ee ae 
eg Ge oo a ck ke Me o 
e) Bacillus acidificans presamigenes casei: 
CA ee en 
Oe a ee rere) 


Unsere Erwartung, in der zunichst untersuchten Acido- 
proteolytenart (Enterococcus), eine Proteinase von reinem 
Papaintypus anzutreffen, hat sich indessen nicht bestitigt. Die 
von der Bakterienmasse und dem ungelésten Casein abzentri- 
fugierte Kulturfliissigkeit, die, wie unten gezeigt wird, frei von 
Dipeptidase und Amino-Polypeptidase ist, wirkt gegeniiber Gela- 
tine optimal bei pp = 7,0, gegeniiber Magermilch allerdings in 
einem etwas mehr sauren Bereich, optimal bei px = 6,0 (Tab. 1). 
Blausiure aktiviert nicht, im Gegenteil, sie bewirkt in der fiir die 
Aktivierung des Papains iiblichen Konzentration eine nahezu voll- 
standige Hemmung. 


Die fiir die Versuche der Tab. 1 dienenden Enzymlésungen waren 
aus 7 Tage alten Kulturen des Enterococcus auf steriler Magermilch durch 


1) Vgl. G. Gorbach, Arch. f. Mikrobiol. 1, 537 (1930); A. Virtanen u. 
J. Tarnanen, Naturw. 19, 397 (1931). 
2) Milchwirtsch. Forschungen 11, 330 (1931). 
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Abzentrifugieren gewonnen und durch nachfolgendes Filtrieren durch Ton- 
kerzen von Zellresten vollkommen befreit worden. Fiir die Herstellung der [H’] 
dienten Primarphosphat—Citratmischungen'), die durch wechselnden Zusatz 
von Alkali auf die gewiinschte Aciditat gebracht waren. 


Tabelle 1. 


Spaltung von Gelatine und MilcheiweiB durch Enterococcus- 
Proteinase bei wechselnder [H’]. 
[In 100 ccm Versuchsansatz sind enthalten: 4 ccm Enzymlésung mit 
a) 400 mg Gelatine bzw. b) 4 ccm Magermilch (EiweiBgehalt etwa 3°/,). 
Spaltungszeit 20 Stdn., 40°]. 





Spaltung von 


PH Gelatine | Magermilch 
(ccm n/20-KOH (mg Amino-N 
fir 2 ccm Lésung) | in 10 ccm Lésung) 

















3,5 0,00 2) | 0,10 5) 
45 0,05 | 0,10 
5,0 0,05 | 0,42 
6,0 0,25 | 0,64 
7,0 0,45 0,32 
8,0 0,05 0,00 


Zur Vermeidung von Fehlern bei der Amino-N-Bestimmung erwies es 
sich als notwendig, das in den Versuchen mit Magermilch wahrend des Ver- 
suches ausgefallene Casein vor dem Einbringen in den van Slyke- Apparat 
durch Zusatz einer kleinen Menge von NaOH in Lésung zu bringen. 


Hemmung durch HCN. 0,8ccm Enzymlésung, 80mg _ Gelatine, 
m/30-Phosphatcitratgemisch py = 7,0. Vol. = 2 ccm. 


Aciditatszuwachs nach 20 Stunden bei 40°: 
a) ohne HCN 0,45 ccm n/20-KOH; Gelatine bleibt fliissig; 
b) nach Vorbehandlung mit 2,5mg HCN — 0,15 ccm n/20-KOH; 
Gelatine erstarrt nach Beendigung des Versuches. 

Ks ist nicht médglich, dieses Ergebnis auf die Anwesenheit 
von Tryptase zuriickzufiihren, denn unter den fiir die Trypsin- 
wirkung optimalen px-Bedingungen war weder mit Gelatine noch 
mit Casein als Substrat eine deutliche Spaltung festzustellen. 
Auch Carboxy-Polypeptidase scheint, gemaéB dem negativen Er- 
gebnis eines mit Naphthalinsulfo-glycyl-tyrosin bei px = 7 durch- 
gefihrten Spaltungsversuches nicht anwesend zu sein. Die syste- 
matische Stellung der Proteinase des Enterococcus, die nach ihrer 


1) Vgl. R. Willstatter u. W. Grassmann, Diese Z. 158, 250 (1926), 
und zwar S. 256. 
2) Eingestellt durch m/30-Citrat-m/30-Phosphatgemisch. 
3) Eingestellt durch m/20-Citrat-m/20-Phosphatgemisch. 
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pu-Abhangigkeit 4hnlich wie manche andere Bakterienproteinasen!) 
zwischen den Papain- und den Trypsintyp einzureihen ware, bleibt 
also noch klarzustellen. 

Die untersuchten Bakterien produzieren neben der Proteinase 
auch recht wirksame Peptidasen (Dipeptidase und Amino-Poly- 
peptidase); aber diese lassen sich nicht in der Kaulturfliissigkeit 


nachweisen, sondern ausschlieBlich in den Bakterienleibern selbst, 


die zusammen mit ungelésten Anteilen des Caseins vor der Unter- 
suchung abgeschleudert und nach Behandeln mit Aceton und 
Ather in trockene Form iibergefiihrt worden waren. 


Tabelle 2. 


Proteinase- und Peptidasewirkung der Kulturflissigkeit 
und des Bodenké6rpers einer Enterococcuskultur. 








Spaltung nach Stunden 





0 
0,8 Leucyl-glycin 45 mg | 7,8 | 0,00 
0,8 Leucyl-glycy]- 


— 7 Substrat | pa} (ccm n/20-KOH) 
material Menge ae ee Sa ee 
rae 20 
com | | 
Kulturlésung 1,0 Gelatine 80mg |7,0]0,08! — 0,60 
| 














glycin 49mg |7,0] — | —0,05 0,10 
mg | 
Bodenkérper 20 Gelatine 80mg |7,0/0,04; — 0,30 
20 Leucyl-glycin45mg {| 7,8]0,40| 1,00 2,60 
20 Leucyl-glycyl- | 
glycin 49mg |7,0] — | 0,25 1,35 


Die Verhaltnisse liegen also hier véllig analog wie in dem kiirz- 
lich von A. Virtanen und J. Tarnanen (a.a. 0.) studierten 
Falle des Gelatine verflissigenden Bac. fluoresce. liquefaciens. Die 
Proteine des Kulturmediums werden offenbar auch hier durch 
sezernierte Proteinase angegriffen, in Form von Abbauprodukten 
mittlerer MolekulargréBe in die Zelle aufgenommen und von den 
dort anwesenden Peptidasen weiter verarbeitet. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die 
Unterstiitzung unserer Arbeit zu groBem Danke verpflichtet. 


1) Vgl. dazu G. Gorbach (a. a. O.). 
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Uber die Verschiedenheit von allo-c-Ergostanol 
und 7-Sitostanol. 
Von 
Kurt Bonstedt.') 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Géttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1931.) 


Die Auffindung des Ergosterins als Provitamin D geht aus 
von der Erkenntnis, daB die in der Natur vorkommenden Sterine 
tierischen als auch pflanzlichen Ursprungs stets einen gewissen 
Gehalt an Ergosterin aufweisen.?) Neben dem Ergosterin wurde 
dann auch spaéter sowohl in pflanzlichen wie auch tierischen 
Sterinen des 6fteren ein Gehalt an hydrierten Sterinen nach- 
gewlesen. Das gewohnliche Cholesterin enthalt etwa 1—2°/, Di- 
hydrocholesterin*) und in den pflanzlichen Sterinen, besonders 
ist das ,,Sitosterin‘‘ daraufhin untersucht worden, findet sich ein 
Dihydrositosterm, das von dem durch katalytische Hydrierung 
gewonnenen Dihydrositosterin in den physikalischen EKigenschaften 
weitgehend verschieden ist.4) Die eingehendere Untersuchung des 
,,Sitosterins‘*) zeigte, daB es sich bei diesem Sterin um ein kompli- 
ziertes Gemisch verschiedener Sterine handelt, deren Trennung 
durch die Fahigkeit der Komponenten, miteinander Mischkrystalle 
zu bilden, sehr erschwert ist. AuBer dem natiirlich vorkommenden 
Dihydrositosterin léBt sich unter groBem Zeit- und Material- 
aufwand eine einfach ungesittigte Komponente dieses Sterin- 
gemisches, y-Sitosterin genannt, recht rein gewinnen. Die Aus- 
sage, daB das Sterin aus Sojabohnen®) sehr reich an y-Sitosterin 





1) Jetzt University of Wisconsin, Madison, Wisc. U.S. A. Department 
of Pharmacy. 

*) Windaus u. Hess, Nachr. Ges, Wissensch. Géttingen, Math.-phys. 
Klasse 1926, 175. 

3) R. Schénheimer, Diese Z. 192, 77 (1930). 

4) R. J. Anderson, J. Amer. Chem. Soc. 48, 2972, 2976, 2997 (1926; 
R. J. Anderson, F.P.Nabenhauer, R.L.Shriner, J. of biol. Chem. 7], 
389 (1927). 
5) K. Bonstedt, Diese Z. 176, 269 (1928). 
*) Diese Z. 176, 269. (1928). 
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sei, wie kiirzlich Sandqvist und Bengtsson!) duBern, entspricht 
nicht den tatsachlichen Verhaltnissen. Durch katalytische Hy- 
drierung mit Platin in Eisessiglésung gewinnt man daraus durch 
Aufnahme von 1 Mol Wasserstoff das y-Sitostanol. Es war nun 
sehr iiberraschend zu sehen, daB die physikalischen Konstanten 
dieses y-Sitostanols eine sehr weitgehende Ahnlichkeit mit denen 
des allo-«-Eirgostanols zeigten. Diese Ahnlichkeit erstreckte sich 
aber auch auf die Ester der gesittigten Alkohole, ferner auf die 
durch Oxydation mit Chromsiure gewonnenen Ketone, auf die 
durch Ringsprengung erhaltenen Dicarbonséuren, schlieBlich auch 
auf die Grundkohlenwasserstoffe, das y-Sitostan und das allo-z- 
Ergostan. Diese Tatsache erklirt sehr leicht, daB des 6fteren der 
Vermutung Ausdruck gegeben wurde, diese Stoffe kénnten mit- 
einander identisch sein, und das in den Sterinen vorkommende 
Ergosterin habe sich méglicherweise dadurch gebildet, daB eine 
Wasserstoffwanderung stattgefunden habe, indem ein Teil zum 
Ergosterin dehydriert wurde, wahrend sich daneben durch Hy- 
drierung eines anderen Teiles Dihydrosterin gebildet habe. 

Kine Gegeniiberstellung und einen Vergleich der entsprechen- 
den Derivate beider Sterine finden wir bei Reindel?), der sein 
allo-x-Ergostanol mit dem y-Sitostanol vergleicht, doch auf Grund 
der Differenz in dem optischen Drehungsvermégen die Stoffe fiir 
verschieden halt. Dasselbe vermutet Reindel beim Vergleich 
des Ergostans vom Schmelzp. 84—85° mit y-Sitostan. Rygh’) 
vergleicht das allo-«-Ergostan, das er durch Hydrierung des 
Ergotetraen B erhalten hat, mit Sitostan und vermutet eine enge 
Verwandtschaft beider Stoffe oder gar Identitét. Heilbron und 
Sexton‘) geben eine ausfiihrliche Zusammenstellung der Derivate 
vom allo-«-Ergostanol und y-Sitostanol. Diese Autoren vermuten 
eine Bildung des in pflanzlichen Sterinen vorkommenden Ergo- 
sterins aus dem Sitosterin, vielleicht unter Anderung eines Asym- 
metriezentrums. Spring) vergleicht das von ihm dargestellte 
y-Ergostanol mit einem Sitostanol, das aus Baumwollsamendl 
gewonnen wurde, und von dem er angibt, es sei frei von y-Sito- 
sterin. Leider geht aus der Arbeit nicht hervor, wie oft sein Sito- 
sterin umkrystallisiert worden ist, um es auf einen etwaigen Gehalt 


1) Ber. chem. Ges. 64, 2169 (1931). 
*) Liebigs Ann. 460, 212 (1928). 
3) Diese Z. 185, 99 (1929). 
4) Nature 128, 567 (1929). 
°) J, Chemical Society 1980, 2664. 
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an y-Sitosterin zu priifen. Spring kommt zu dem SchluB, daB diese 
beiden Stoffe identisch seien. 

Der Nachweis, daf allo-«-Ergostanol und y-Sitostanol trotz 
der groBen Ahnlichkeit in den physikalischen Konstanten zwei 
verschiedene Stoffe darstellen, gelang mir dadurch, da8 beide 
Stoffe mit dem ahnlich schmelzenden Cholestanol gemischt wurden 
und die Schmelzpunktdiagramme aufgestellt wurden. Wahrend 
allo-x-Ergostanol und Cholestanol miteinander Mischkrystalle 
bilden und nach dem beigefiigten Schmelzpunktdiagramm (Fig. 1) 
keine Depression erkennen lassen, verhalt sich die Mischung von 
y-Sitostanol und Cholestanol vollig anders. Eine Mischung gleicher 
Teile y-Sitostanol und Cholestanol gibt eine Depression von fast 10°. 
Neben diesen gesattigten Alkoholen wurden in &hnlicher Weise 
die Kohlenwasserstoffe untersucht. Das Schmelzpunktdiagramm 
von allo-«-Ergostan und Cholestan (Fig. 2) gleicht im Aussehen 
sehr dem von y-Sitostan und Cholestan, allein die GréBe der 
Depression ist verschieden. Der Unterschied zwischen allo-«- 
Ergostan und y-Sitostan tritt jedoch mehr in Erscheinung, wenn 
als fremde Komponente Stigmastan gewahlt wird (Fig. 3). Hine 
Mischung von 25°/, y-Sitostan und 75°/, Stigmastan gibt eine sehr 
deutlich wahrnehmbare Depression. 

Wenn hiermit die Verschiedenheit von Ergostanol und y-Sito- 
stanol, wie auch der ihnen zugrunde liegenden geséttigten Kohlen- 
wasserstoffe genau bewiesen ist, so bleibt immerhin die Frage 
noch offen, ob das in geringen Mengen in den Zoosterinen und den 
Phytosterinen stets vorkommende Ergosterin aus diesen hervor- 
gehen kann. Andererseits zeigt es sich aber, daB eine Priifung 
sehr ahnlicher Substanzen aus der Gruppe der Sterine durch die 
Untersuchung des Schmelzpunktdiagramms und des Verhaltens 
zweier Stoffe zu einem dritten sehr wertvolle Aufschliisse geben 
kann. 

Der Hansamihle G. m. b. H., Hamburg, bin ich fiir die Uber- 
lassung der erforderlichen Menge Rohphytosterin aus Sojabohnendl 
zu groBem Dank verpflichtet, ebenso Fraulein K. Forstmann 
und Friulein M. Schwarz, die mir bei der éuBerst zeitraubenden 
Fraktionierung von tiber 1 kg ,,Rohphytosterin“ und der Dar- 
stellung der Vergleichspraiparate wertvolle Hilfe geleistet haben. 











Zur Methodik des Glutathionnachweises in Blut und Gewebe. 


Von 


C. Moncorps und R, Schmid. 


(Aus der Klinik und Poliklinik fir Haut- und Geschlechtskrankheiten der Universitat 
Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Dezember 1931,) 





I..de Rey-Pailhade*) gebihrt das Verdienst, das Vor- 
kommen schwefelreduzierender Substanzen im Gewebe (Philothion) 
in ihrer Bedeutung fiir biologische Oxydationen klar erkannt zu 
haben. Erst 20 Jahre spiter verhalf Heffter?) (1908) diesen 
Arbeiten zu der ihnen bis dahin versagten, gebiihrenden An- 
erkennung. Er wies nach, daB der ,,hydrogéne philothionique*’ 
der Wasserstoff einer Thiolgruppe sein miisse und erklirte das 
Cystein als ,,Modell eines reduzierenden Fermentes. Einen 
michtigen Impuls erhielt das Problem der chemischen Charakteri- 
sierung von bis dahin als Fermentreaktion angesehenen Oxydo- 
reduktionsprozessen durch die Arbeiten von Hopkins*) baw. die 
Isolierung des aus Glutaminséure, Cystein und Glykokoll be- 
stehenden Tripeptides Glutathion (C,)°H,.-O,:-N,:SH). Zahlreiche 
Arbeiten [Hopkins*), Hunter‘), Eagles*), Dixon), Ken- 
dall®), Voegtlin’), Johnson’), Waldschmidt-Leitz*), Kee- 
ser), Grassmann-Dyckerhoff!) u.a.] gaben soweit Auf- 


1) Cpt. rend. des séances de la soc. de biol. 1888, 106, 107. 
2) Hofmeisters Beitrage 5, 213 (1904); Med.-naturwissenschaft]. Arch. 
1, 81 (1908). 
8) Biochemic. J. 15, 286 (1921); J. of biol. Chem. 84, 269 (1929). 
4) J. of biol. Chem. 72, 147 (1927). 
5) Proc. Roy. Soc. London 94, 266; Biochemic. J. 21, 844 (1927). 
6) J. of biol. Chem. 69, 295 (1926). 
?) J. of pharmacol.a. exp. therapeut. 24, 305 (1925); 26, 297 ; 27, 467(1926). 
8) J. of biol. Chem. 75, 703 (1927). 
%) Zitiert nach Grassmann, Diese Z. 186, 183; 189, 112 (1930). 
10) Arch. f. exper. Path. 122, 1 (1927). 
11) Diese Z. 186, 183; 189, 112 (1930). 
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schliisse iiber die chemische und biologische Charakteristik dieses 
zellstindigen Oxydoreduktionssystems, daB Knoop}2), der seit 
semem Nachweis einer Aminosiiuresynthese die endothermen 
Synthesen im Tierkérper als die eine Seite solcher gekoppelten 
Oxydoreduktionen auffaBt?), derartige Systeme zur Grundursache 
allen physiologischen Aufbaues erhebt und ihnen entscheidenden 
Kinflu8 bei dem energiebindenden Umbau der Hauptnahrstoffe 
im Stoffwechsel zuschreibt. 


Auf eine ganze Reihe von biologischen Problemen (Oxydations., 
Atmungstheorie, Aktivierung proteolytischer Fermente [Kinasen], Ent. 
giftungsprozesse u. a.) wird dieser Substanz ein entscheidender Einflu8 zu. 
geschrieben. Daran andert es weder etwas, daB die Konstitutionsformel noch 
nicht endgiltig feststeht, noch daB eine Synthese bisher nicht gelungen ist. 
Die Bedeutung des Glutathion liegt darin, daB es sich reversibel innerhalb 
der intra vitam vorkommenden pqy-Verschiebungen aus der reduzierten Form 
(Glutathiol) in die oxydierte Form (Glutathionid Heubner?®) verwandeln 
kann und hierbei als Wasserstoffdonator wirkt. Auch die experimentelle 
Dermatologie kann aus der Beriicksichtigung dieses Oxydoreduktionssystems 
eine Férderung ihrer Forschungsprobleme erwarten, Es seien hier nur kurz 
erwihnt: Sauerstoffreduktionsorte Unna‘), Parakeratose, Wechselwirkung 
zwischen Haut und Gesamtorganismus bei percutaner Anwendung von Heil. 
maBnahmen und Heilmitteln (Ultraviolettstrahlen, medikamentése Bader, 
Salbentherapie). Eine ganze Reihe von Problemen z. B. die Spezifitat von 
Fermentreaktionen, Eigenstoffwechsel des Hautorgans u. a. lassen sich hier- 
mit unter einem ganz anderen Gesichtswinkel betrachten und methodisch 
neuartig bearbeiten. Uber Gehalt und Verteilung der Sulfhydrylgruppen in 
der Haut konnten wir uns bisher nur an Hand histochemischer Reak- 
tionen [Buffa®), Walker*), Kaye’), Moncorps§’), Percival und Ste- 
wart’)] unterrichten. Histochemische Methoden haben stets das MiBliche, 
in einem komplizierten, chemisch nur schwer zu tibersehendem Medium zu 
arbeiten und in diesem Falle weiterhin den Nachteil, eine Beurteilung ledig- 
lich nach der qualitativen Seite, nicht aber nach der quantitativen zu ge- 
statten. Die von Buffa angegebene Methode hat den Nachteil der Fliichtig- 
keit; sie ist daher fiir vergleichende Reihenuntersuchungen nicht geeignet. 
Durch Nutzbarmachung der Berlinerblausynthese bzw. durch Modifikation 
des Cysteinnachweises [Mérner™), Arnold??)] fiir histochemische Zwecke ge- 

1) Miinch. med. Wochenschr. 51, 2151 (1926). 

2) Diese Z. 67, 489; 71, 262ff. (1910). 

3) Hdb. d. exper. Pharm. 8, 2. Halfte, 420. J. Springer, Berlin 1927. 

*) Histochemie der Haut. Deuticke 1928. 

5) J. de physiol. et de pathol. gén. 6, 645 (1904). 

6) Biochemic. J. 18, 1289 (1924). 

7) Biochemic. J. 19, 1085 (1924). 

8) Arch. f. exper. Path. 141, 80 (1929). 

®) Brit. J. of Dermat. 42, 215 (1930). 

10) Diese Z. 28, 611 (1899). 
11) Diese Z. 70, 300 (1910). 
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lang es Moncorps?), eine die Herstellung von Dauerpraparaten gestattende 
Methode auszuarbeiten. Alle diese Reaktionen stellen lediglich eine Nach- 
weismethode der Thiolgruppen dar; sie vermégen jedoch — trotz entsprechen- 
der Vorbehandlung der Gewebsschnitte (Wasserung) — nichts dariiber aus- 
zusagen, ob der Ausfall der Reaktion auf die an das Glutathiol gebundenen 
SH-Gruppen oder andere Thioverbindungen (Cystein, Thiasin, Thiomilch- 
siure, Thioglykolsaure) zu beziehen ist. 


Aus diesen Griinden mu8ten wir bei unseren experimentellen Unter- 
suchungen tiber den Kohlehydratstoffwechsel des Hautorganes und im Hin- 
blick auf die hierbei aufgedeckten Beziehungen zum Glutathion {|Mon- 
corps?)] eine verlaBliche und fiir Reihenuntersuchungen geeignete, quanti- 


 tativ-chemische Nachweismethode zur Hand haben. Die bei der Nach- 
_ prifung der verschiedenen Glutathionnachweismethoden eru- 


ierten Beobachtungen tiber Streuung und Fehlerquellen, und 
daraus resultierend die Verbesserung der bisherigen Methodik, 


_ sind Gegenstand vorliegender Mitteilung. 


Ihrem Prinzip nach trennt man die quantitativen Be- 


: stimmungsmethoden fiir Glutathion in 8 Gruppen; man _ unter- 


' scheidet 1. colorimetrische, 2. gasvolumetrische Methoden und 
_ 3. die jodometrische Titration. Flatow) hat eine fiir Reihen- 
' untersuchungen weniger geeignete, indirekte Nachweismethode 
_ ausgearbeitet, bei der nach Trennung des Glutathion vom Thiasin 
| mittels Silberlactat der Aminostickstoff bestimmt und daraus der 


' Glutathiongehalt errechnet wird. Zur ersten Kategorie zahlt die von 


- Folin und Loony‘) ausgearbeitete und spiter von Hunter und 
Eagles®) modifizierte Methode; sie beruht auf der Blaufairbung des 
' Glutathion in alkalischer Lésung von Phosphorwolframsiure in 
| Gegenwart von Natriumsulfit. Gruppe 2 betrifft unsere eigene, spiter 
' mitgeteilte Nachweismethode. In Gruppe 3 gehéren die von Tuni- 
| cliffe®), Perlzweig-Delure’), Gabbe*®’) und King-Baum- 
gartner-Page®) mitgeteilten Methoden. Die in diese Gruppe 
| gehorigen Nachweismethoden haben — dariiber mu8 man sich klar 
' bleiben — gemeinsam, daB lediglich das Jodbindungsvermégen der 
| enteiweiBten Filtrate bestimmt wird; die Sulfhydrylform wird in die 





1ha.a. O. 

2) Verhandl. des VIII. Internat. Kongresses f. Derm. u. Syph. Kopen- 
hagen 1930. Engelsen u. Schreder. 

3) Biochem. Z. 194, 132 (1928). 

4) J. of biol. Chem. 51, 171, 427 (1921). 

5) J. of biol. Chem. 72, 177 (1927). 

6) Biochemic. J. 19, 194 (1925). 

*) Biochemic. J. 21, 146 (1927). 

©) Klin. Wochenschr. 1929, Nr. 45; 1980, Nr. 4. 
®) Biochem. Z. 217, 389 (1930). 
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Disulfidform iibergefiihrt und der reagierende Jodanteil zu Jod- 
wasserstoff reduziert. Die von Tunicliffe ausgearbeitete Methode 
erwies sich uns als unbrauchbar; denn wie bereits Bierich und 
Kalle!) zeigten, nimmt der Jodverbrauch des Glutathion bei 
steigender Verdiinnung zu, so daB es zu keinem scharfen Titrations- 
endpunkt kommt. Scharf ausgeprigt und fiir die Versuchsdauer 
bleibend ist der Endpunkt der jodometrischen Titration erst dann, 
wenn den eiweiBfreien Filtraten Jod im Uberschu8 zur Verfiigung 
steht und nach bestimmter Einwirkungszeit dieser Uberschuf 
mittels Thiosulfat zuriicktitriert wird. Hierauf griinden sich die 
iubrigen Modifikationen des jodometrischen Nachweises (Per1- 
zweig-Delure, Gabbe, King-Baumgartner-Page); sie unter- 
scheiden sich nur durch die Art der EnteiweiBung und damit 
durch die H-Ionenkonzentration und die Verdiinnung. 
Letztere aber sind, wie unsere vergleichenden Unter- 
suchungen zeigen, fiir eine exakte Bestimmung aus- 
schlaggebend. 


I. Glutathionbestimmungen im Blut. 


Die Nachpriifung der Perlzweig-Delure-Methode (a. a. 0.) durch 
Gabbe (a. a. 0.) einerseits, und ein Vergleich beider Methoden durch uns 
andererseits, férderte einige fiir die Zuverlassigkeit des Nachweises wesentliche 
Punkte zutage. Perlzweig-Delure verwenden zur EnteiweiBung 20°/, Tri- 
chloressigsiure. Im Filtrat wird das in der reduzierten Form vorliegende 
Glutathion nach Zusatz von Ilccem 25°/,iger Kaliumjodidlésung und von 
1eem n/100-Jodlésung bei 5 Minuten Reaktionsdauer mit n/200-Thiosulfat 
gegen Stirke bestimmt. Will man das in der Disulfidform vorliegende 
Glutathion noch fassen, so ist bei Blutuntersuchungen das Blut vorher mit 
CO, zu sattigen, um dasselbe zu reduzieren. Das Ausschlaggebende jedoch 
ist nach unserer Meinung das stark saure Medium und die hohe Konzentration 
der Lésungen. 


Diese Methode hat sich nicht bewaéhrt; im Vergleich mit 
unserer spiter mitgeteilten Methodik fielen die gefundenen Werte 
viel niedriger aus [10—25 mg-°/, nach der alten Hopkinsschen 
Formel (a.a.O.) berechnet, 18,57°/, davon hoher bei Zu- 
grundelegen der revidierten Formel.?)| Bisweilen tiberstieg trotz 
peinlichst sauberer Arbeitsweise der Vollversuch den Blindwert; 
es miiBte demnach die Sulfhydrylform des Glutathion verschwunden 
sein, aber nicht auf Kosten der vorgelegten Jodmenge, sondern aul 
Kosten eines aus dem hochprozentigen Kaliumjodid freigewordenen 


1) Diese Z. 175, 115 (1928). 
2) Biochem. Z. 194, 132 (1927). 
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Jodanteils, welcher die Jodausgangsmenge iibertrifft. Zweifels- 
ohne spielt die verschiedene Zersetzungsgeschwindigkeit bei der 
Feinheit derartiger Bestimmungen eine Rolle; diese Annahme 
Ja8t sich auch mit der Ansicht von Gabbe in Einklang bringen, 
wonach irgendeine unbekannte Substanz, welche Jodwasserstoff 
zu oxydieren imstande ist, mitbestimmt wird. Diese ist jedoch im 
Gegensatz zu Glutathion und Thiasin mit Silberlactat nicht fallbar. 
13 wird demnach eine weitergehende Dehydrierung des Glutathion 
nur vorgetauscht. 

Wie ein aus unseren Versuchsreihen herausgegriffenes Beispiel 
zeigt, trifft die Angabe von Gabbe iiber erhdhte (etwa 5 bis 
10 mg-°/,) Glutathionwerte nach CO,-Sattigung des Blutes bei 
Verwendung der Methode von Perlzweig-Delure zu. 


Tabelle 1. 





Normal-Venenblut, Methode Perlzweig-Delure 
ohne Stauung entnommen Glutathionwerte in mg-°/, 





Direkt enteiweiBt ........ 21,6 


] 
2 Aus der Spritze unter der Kntei- 

weiBungsfliache aufgefangen . . . 21,6 
3  |Mit CO, gesittigt.......~. 26,8 
4 Unter Paraff. liq. entgast .... 21,6 








Fiir unsere Zwecke (Reihenuntersuchungen bei kurzfristiger Versuchs- 
dauer) erwies sich diese Methode als zu umstandlich; bei Glutathion- 
bestimmungen im Gewebe, insbesondere in der Haut, versagte die Methode 
der CO,-Sattigung. 

Vorteilhafter gestalteten sich unsere Glutathionbestimmungen 
in Blut und Haut bei Paralleluntersuchungen sowohl nach Gabbe 
(a.a. QO.) als auch nach King-Baumgartner-Page (a. a. O.); 
Kontrollversuche nach beiden Methoden zeigen fiir die jeweilige 
Methode eine groBe Regelmifigkeit und sehr geringe Streuung. 
Bei beiden Methoden eriibrigt sich eine Vorbehandlung der Sub- 
strate zur Uberfiihrung in die Sulfhydrylform. Die Konzentration 
der Lésungen ist im Vergleich zu der Methode von Perlzweig- 
Delure (a. a. O.) bedeutend niedriger gehalten (z. B. 1 ecm Blut, 
7eem H,O, 1 cem 2/, n-H,SO, und 1 cem 10°/,ige Natriumwolf- 
ramatlésung); der Eingriff ist nicht so grob wie bei der letzt- 
genannten Methode. Die im Filtrat vorhandene SH-Form reduziert 
in saurer Lésung einen Teil der zugesetzten Menge Kaliumferri- 
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cyanid, dessen Rest, analog der Reduktionsmethode von Hage- 
dorn-Jensen, jodometrisch bestimmt wird. Eine vorherige 
CO,-Siéttigung des Blutes blieb ohne EinfluB auf die Ergebnisse. 
Da die Titrationswerte nur bis zu einer H-Ionenkonzentration von 
pu = 4 einigermaBen konstant bleiben, ist es fiir die Exaktheit 
der Bestimmung notwendig, sich beim Zusatz der 25°/jigen HCl 
an die vorgeschriebene Menge zu halten. Dariiber hinaus und in 
alkalischem Medium machen sich die Einfliisse anderer Stoffe 
(Glucose) geltend; weiterhin ist alsdann die Thiolgruppe nicht mehr 
stabil genug, um exakt erfaBt werden zu kénnen. 

Die gleiche Abhangigkeit des Jodverbrauches von der H-Ionen- 
konzentration zeigen die von King-Baumgartner-Page 
mit einem trichloressigsauren Leberextrakt vorgenommenen Be- 
stimmungen: trotz langsam zunehmender H-Ionenkonzentration 
stieg der Jodverbrauch ungleich rascher an. Am vorteilhaftesten 
erwies sich fiir die Glutathionbestimmung die Reaktionsbreite von 
pu 2,0—8,0. Letztere wird, wie bei Perlzweig-Delure, mittels 
Trichloressigséure aufrecht erhalten, doch sind die Konzentrationen 
geringer (z. B. 3 com Blut werden mit 24 ccm 0,5°/jiger Trichlor- 
essigsiiure extrahiert; zum Filtrat werden vor der Bestimmung 
zur volligen EnteiweiBung noch 3 ccm 20°/,ige Trichloressigsiure 
zugesetzt). Ein Zusatz von Kaliumjodidlésung unterbleibt, so daf 
irgendwelche Substanzen nicht imstande sind, etwa Jod aus 
solcher frei zu machen. Der Gehalt an Thiolgruppen entspricht 
dem Jodverbrauch in einer bestimmten Menge n/200-Jodlésung, 
die mit n/500-Thiosulfatldsung gegen Stirke gemessen wird. 
CO,-Sattigung des Blutes bleibt auf die Werte ohne Einfluf 
(vgl. Tab. 2). 


Tabelle 2. 











Methode Gabbe 


Methode K.-B.-P. 








Venenblut, mit Natriumoxalat ver- 








an a a ae 46,05 57,3 
Mit Natriumoxalat versetztes und 
mit CO, gesittigtes Venenblut 46,05 57,3 


Der aus mehreren Hundert Doppelbestimmungen nach beiden 
Methoden sich ergebende Mittelwert betrug nach Methode Gabbe 
fir den Menschen 45 mg-°/, und das Kaninchen 48,95 mg-°/). 
nach der Methode King-Baumgartner-Page fiir den Menschen 
64,8 mg-°/, und das Kaninchen 60,2 mg-°/5. Fiir die einzelnen 
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Individuen schwankten jedoch die Werte betrichtlich. Altere Tiere 
und Menschen zeigten stets innerhalb des Normalbereiches niedere 
Werte, eine Feststellung, die bereits Thompson und Voegtlin!) 
am alternden Tier gemacht hatten. Niedrige Werte im Blut 
fanden wir noch beim unbehandelten Diabetiker. Uber die von 
uns gefundenen, charakteristischen Schwankungen des Glutathion- 
gehaltes von Blut und Gewebe unter dem EinfluB von experi- 
mentellen Bedingungen, welche in den Kohlehydratstoffwechsel 
eingreifen, wird spater berichtet werden. 


II. Glutathionbestimmungen im Gewebe, insbesondere in der Haut. 


Zunichst erschien es uns wesentlich, den EinfluB der ver- 
schiedenen Zerkleinerungsmethoden auf das Ergebnis der 
Bestimmungen zu studieren. Es zeigte sich hierbei, daB die um- 
stindlichere Methode des vorherigen Gefrierens (in CO, oder 
fliissiger Luft), ZerstoBens im Morser oder Zerreibens der ge- 
frorenen Organteile mit Quarzsand gegeniiber dem sorgfaltigen 
Zerkleinern der von Bindegewebe und Fett befreiten Haut mit der 
Schere keine Vorteile bietet. Abgesehen hiervon setzt die ge- 
frorene Haut der Zerkleinerung erheblichen Widerstand entgegen 
und die zwischen Entnahme und Extraktion verstreichende Zeit- 
spanne ist erheblich gréBer als bei der Zerkleinerung mit der 
Schere. In manchen Fallen haben wir die Haut auf dem Gefrier- 
mikrotom zerkleinert ; aber auch dies bringt wegen der Kondensation 
von Wasserdampf und die dadurch ungenaue Bestimmung des 
OrgannaBgewichtes eher Nachteil als Vorteil. Die Entnahme der 
Hautstiickchen beim Kaninchen geschah ohne Fixation der Tiere 
im Bereich der enthaarten (Rasieren, Zupfen) Riickenhaut mittels 
scharfen Skalpells und Pinzette; bei geschicktem Arbeiten machen 
die Tiere keine gréBeren Abwehrbewegungen. Das NaBgewicht 
soll zweckmaéBig nicht unter 3800 mg betragen. 

Die Extraktionsdauer haben wir willkiirlich mit 15 bis 
20 Minuten gewahlt; eine langere Extraktion (bis zu 1 Stunde) 
war auf die gefundenen Glutathionwerte ohne nennenswerten 
KinfluB. Versuche, Sulfhydrylgruppen jodometrisch in den Haaren 
von Kaninchen, Meerschweinchen und Mausen nachzuweisen, 
fielen, wie zu erwarten war, vdéllig negativ aus. 

Die Glutathionwerte fiir die Haut des Kaninchens liegen durch- 
schnittlich etwas héher als die Blutwerte; wir fanden nach Gabbe 





1) J. of biol. Chem. 70, 793 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CCV. 1] 
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59,0 mg-°/, und nach King-Baumgartner-Page 68,5 mg-°/), 
bezogen auf das NaBgewicht beim Nichterntier (24 Stunden 
Hunger). Auch hier ist das Schwankungsbereich fiir das einzelne 
Tier ziemlich groB. Ein Beweis fiir die Genauigkeit unserer Be- 
stimmungen ergibt sich aus der Tatsache, daB die beim gleichen 
Tier mit ginzlich verschiedenen Hautmengen gefundenen Werte 
fir die jeweilige Methode nahezu iibereinstimmten. Rein technisch 
erwies sich als exakter, die Jodlésung aus einer Mikrobiirette 
zuzusetzen. 


II. Modellversuche mit Vorlage von Glutathion und Glucose. 


Die bisher mitgeteilten Befunde zeigen eine auf- 
fallend regelmaBige Verschiebung des Wertniveaus je 
nach der Wahl der durch eine verschiedene Extrak- 
tionsweise charakterisierten Methoden: die niedrigsten 
Werte erhalt man mit der Perlzweig-Delure-Methode und 
die héchsten mit der von King-Baumgartner-Page an- 
gegebenen Methode; dazwischen liegen die nach Gabbe _ be- 
stimmten Werte. 

Um iiber den KinfluB der Konzentration bei der Extraktion 
Anhaltspunkte zu gewinnen, legten wir m Modellversuchen 
1. Glutathion in Substanz allein, 2. Glutathion mit Glucose und 
3. Glucose allein vor und bestimmten dann die Differenz zwischen 
vorgelegtem und gefundenem Glutathionwert. Wir benutzten 
das von Hoffmann-La Roche hergestellte Glutathionpraparat ; 
Schmelzpunkt (192°) und Molekulargewicht (807) stimmen gut 
mit den Angaben von Hopkins iiberein. Das in Tab. 3 dar- 
vestellte Krgebnis der Modellversuche zeigt dieselbe Staffelung des 
Wertniveaus wie die mit Blut und Gewebe ausgefiihrten Be- 
stimmungen. 

Tabelle 3. 
I. Methode nach Perlzweig-Delure. 


Trichloressigsiure-Endkonzentration: 20°/9. 


























Vorlage: 
mg Glutathion . 5,0 5,0 3,0 3,0 3,0 3,0 _ 
mg Glucose : {3a “a > a oe Miser | 15,9 | 23,1 
refunden: | 
mg Glutathion . 3,6 3,5 2,6 2,58 2,65 2,482} OU 
are f 70 87 86 88 83 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 


















































Il. Methode nach Gabbe. 
: EnteiweiBung nach Folin-Wu. 
.  Vorlage: 
2 mg Glutathion . 5,0 5,0 3,0 3,0 3,0 3,5 0 
1 ws cen sn a i Met Si Meee Oe! RN 
: Gefunden: 
mg Glutathion .| 4,97 4,87 3,00 3,07 2,97 2,11 | Spur 
Gch eee aS 99,4 | 97,4 | 100 101,3 | 98,0 | 99,5 — 
III. Methode nach King-Baumgartner- Page. 
Trichloressigsiure-Endkonzentration: 2,47°/,. 
: Vorlage: - — # 
mg Glutathion .| 0,5 1,4 30] 06] 14] 30 | 0 
) mg Glucose. . . ome —— Were a are 12,28 20,0 
| Gefunden: 
mg Glutathion .}| 0,52 1,6 3,4 0,65{ 1,8 3,342} 0,055 
: Me Se ee 8 104,2 | 114,2 | 113,38 | 1083 | 1285 |113,4 























Man sieht, da die Werte nach Perlzweig-Delure am un- 
regelmaéBigsten sind und am stirksten nach unten abweichen. 
Am nachsten kommen die mit der Gabbe-Methode gefundenen 
Werte dem vorgelegten Wert,wenn auch bei Vorlage von Glucose 
allein eine Spur Jod verbraucht wird. Die geringen Abweichungen 
von der Vorlage legen gré8tenteils innerhalb der Fehlerbreite der 
? Methodik. Auffallig sind die zu hohen Werte nach King-Baum- 
| gartner-Page und die VergréBerung der Abweichung von der 
. Vorlagemenge bei gleichzeitigem Vorhandensein von Glucose. Wir 
: vermuteten, daB hier die Konzentrationsverhaltnisse der Lésungen 

doch zu niedrig gewaéhlt wurden, zumal Bierich und Kalle 
‘a. a. O.) einen steigenden Jodverbrauch bei Fallen der Konzen- 
tration bereits demonstriert haben. Die Ursache dafir diirfte mit 
emer intramolekularen Umlagerung der iiberaus labilen Substanz 
in Zusammenhang zu bringen sein. 
Da bei King-Baumgartner-Page (Methode III) eine Tri- 
; chloressigsiure-Endkonzentration von 2,47 °/, und bei der Perl- 
zweig-Delure-Methode (Methode I) eine solche von 20°/, resul- 
tiert, lag es nahe zu versuchen, mit einer dazwischen liegenden 
indkonzentration — analog der fiir Reihenuntersuchungen etwas 
zu umstandlichen Gabbe-Methode (Methode II) — das richtige 
Wertniveau zu erzielen. 


. — —— —— he _— 


Ding 


C. Moncorps und R. Schmid, 


150 


In weiteren Modellversuchen mit Glutathionvorlage allein, 
Glutathion + Glucose und Glucose allein wurde daher die Tri- 
chloressigsiure-Endkonzentration im 
Lésungen nach King-Baumgartner-Page variiert. Aus diesen 
Versuchsreihen seien 8 Beispiele herausgegriffen (Tab. 4). 


Tabelle 4. 


A. Endkonzentration der Trichloressigsaure: 4,35°/). 





gleichen Verhaltnis der 

































































 Vorlage: 
mg Glutathion . 4,15 2,90 3,60 5,00 5,0 0 
ee eS a Ore 
Gefunden: 
mg Glutathion . . 4,05 2,92 3, 5,091 4,89 Spur 
o/, 97,6 100,7 99,17 |101,8 97,8 
B. Endkonzentration der Trichloressigsaure: 6,5°/9. 
 Vorlage: 
mg Glutathion . . 6,0 3,9 5,0 5,30 5,0 0 
mg Glucose . . .- — — --- ~~ 20,0 15,9 
Gefunden: 
mg Glutathion . . 5,94 3,92 5,06 5,27 4,92 0,03 
o/, 99,0 100,5 101,2 99,43 | 98,4 
C. Endkonzentration der Trichloressigsaiure: 50°/). 
Vorlage: 
mg Glutathion . . 5,0 5,0 5,3 4,0 4,5 
mg Glucose — —_— iene ~ iiss i 
Gefunden: 
mg Glutathion . 2,19 2,21 2,37 1,85 1,97 - 
o/, ; 43,8 44,2 44,72 | 46,25 43,78 




















Es zeigt sich bereits eine erhebliche Besserung der Werte 
bei Anwendung von 27 cem 1,5°/,iger und 3 ccm 380°/jiger Tri- 
chloressigsiure, was einer Endkonzentration von 4,35°/, ent- 
spricht. Bei den unter B. aufgefiihrten, eine weitgehende 


Naéherung der gefundenen Werte an die Vorlage zeigenden 
Versuchen wurden 27 cem 5°/,ige und 3 ccm 20°/,ige Trichlor- 
essigsiure verwendet; dies entspricht einer Endkonzentration 
der Trichloressigséure von 6,50°/). Bei noch héherer Konzen- 
tration werden die Werte konstant kleiner. Sehr anschaulich zeigt 
dies die unter C. aufgefiihrte Versuchsreihe; bei 50°/,iger Tri- 
chloressigsiure-Endkonzentration findet man nicht ein- 
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mal die Halfte der vorgelegten Glutathionmengen. 
Hierbei mu8B erwéhnt werden, daB bei diesen Versuchen Starke 
als Indicator versagte und das Verschwinden des iiberschiissigen 
Jods gegen Natriumthiosulfat direkt gemessen werden muBte. 

Als Ergebnis dieser vergleichenden Untersuchungen kénnen 
wir in Anlehnung an das von King-Baumgartner-Page aus- 
gearbeitete Verfahren folgende, das Glutathion in der SH- und 
SS-Form erfassende Methodik empfehlen: 

Blut: 3ccm werden mit 24 ccm einer 5°/,igen Trichloressigsiurelésung 
zwecks Hamolyse versetzt; nach 5 Minuten Einwirkungszeit werden zur 
volligen EnteiweiBung 3ccm einer 20°/,igen Trichloressigsiurelésung zu- 
gegeben. Nach kurzem Umschiitteln Filtration. Nach Zusatz von 1 ccm einer 
n/100-Jodlésung (Mikrobiirette) zu aliquoten Teilen des Filtrates wird nach 
3 Minuten mit n/500- (taglich frisch bereiteter) Natriumthiosulfatlésung gegen 
2 Tropfen Starkelésung titriert. Doppelbestimmungen ergeben bei gleicher 
Zulaufsgeschwindigkeit sehr gut iibereinstimmende Werte. Die verbrauchte 
Kubikzentimeterzah] der Natriumthiosulfatlésung, multipliziert mit 0,614 
(leem n/500-Jodlésung ist 0,614 mg Glutathion aquivalent) ergibt den Gluta- 
thiongehalt des jeweils titrierten Blutanteils. 

Gewebe: Es werden nicht unter 300 mg NaBgewicht verarbeitet. Die 
Zerkleinerung wird mittels Schere oder Wiegemessers vorgenommen. Nach 
20 Minuten langer Einwirkung von 27 ccm einer 5°/,igen Trichloressigsiure- 
lisung werden 3 ccm einer 20°/,igen Trichloressigsiurelésung zugegeben. Die 
weitere Bestimmung erfolgt wie beim Blut. 

Diese Methode ist nach unseren Erfahrungen bei Einhaltung 
der erwahnten Kautelen verla8lich und genau. Da sie wenig um- 
stindlich ist, eignet sie sich zur Bestimmung des jodometrisch 
erfaBbaren Reduktionsvermégens bzw. Glutathiongehaltes eiweif- 
freier Blut- und Gewebefiltrate auch gut fiir Reihenuntersuchungen. 


IV. Quantitativer Glutathionnachweis durch Schwefelabspaltung. 


Ein Beweis dafiir, daB durch die jodometrische Bestimmungs- 
methode lediglich die Sulfhydrylkomponente erfaBt wird, wire 
mit der direkten, quantitativen Abspaltung der Sulfhydrylgruppe 
gegeben. Derartige Paralleluntersuchungen wurden zuniachst in 
Anlehnung an die Arbeiten von Basch!), Abel und Geiling?), 
Kihnau’) mittels Wasserstoffpassage unter Beachtung ent- 
sprechender Kautelen [Atwater und Benedict*)] versucht. Die 





1) Arch. f. exper. Path. 111, 126 (1926). 

2) J. of pharmakol. a. exper. ther. 25, 423 (1925). 

8) Arch. f. exper. Path. 128, 24 (1927). 

*) Zitiert nach Miller u. Abderhalden: Hdb. d. biochem. Arbeits- 
methoden, IV. Teil, 10, 23 (1905). 
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regelmibig auftretende H,S-Abspaltung aus der vorgelegten, salz- 
oder trichloressigsauren Glutathionl6sung wurde durch eine vor- 
gelegte Natriumplumbitlésung als PbS fixiert. Nach Freisetzung 
des H,S durch HCl wurde bei Gegenwart von n/100-Jodlésung 
mit Natriumthiosulfat titriert. Aber selbst bei mehrstiindiger 
Durchstrémungsdauer verliefen diese Versuche nie quantitativ. 

Dagegen fiihrte ein anderes, von uns ausgebautes Verfahren 
schlieBlich zum Ziel. Dieses ging von der bekannten Tatsache aus, 
daB der an organische Verbindungen locker gebundene Schwefel 
durch Kochen der Substanz mit starker Lauge und etwas ge- 
sittigter Bleiacetatl6sung an der Schwefelbleibildung qualitativ 
nachweisbar wird. Diese qualitative Reaktion laBt sich zu einer 
quantitativen Nachweismethode fiir die Sulfhydrilgruppe ge- 
stalten, wenn den eiweiBfreien Losungen eine Spur Platinschwamm 
oder Platinmohr als Katalysator zugesetzt wird. 

Die H,S-Abspaltung ist nach Versetzen mit 30°/,igem Na-OH 
und etwas gesittigter Bleiacetatldsung bei Erwaérmen innerhall) 
weniger Minuten beendet. Das gebildete PbS wurde quantitativ 
abfiltriert. Der durch konzentriertes HCl abgespaltene H,S wurde in 
8—4°/,iger ammoniakalischer H,O,-Losung aufgefangen, in H,SO, 
iibergefiihrt und als Ba-SO, gravimetrisch bzw. bei geringen 
Mengen nephelometrisch bestimmt. Auf diese Weise konnten 
95—98°/, des in Modellversuchen (Vorlage 30—50 mg Glutathion) 
theoretisch berechneten Schwefels wiedergefunden werden. Das 
gleiche Verfahren bewaéhrte sich auch bei Vorlage von Insulin, 
dessen Schwefelgehalt aus mit anderer Methodik arbeitenden 
Kontrollversuchen bekannt war. Fiir die Ausfiihrung der Methode 
mit eiweiBfreien Blut- und Gewebefiltraten bedarf es noch einiger 
Verbesserungen; iiber diese werden wir nach AbschluB noch 
berichten. 


Zusammenfassung. 


1. Ein Vergleich der jodometrischen Nachweismethoden zur 
Glutathionbestimmung in Blut und Geweben nach Perlzweig- 
Delure, Gabbe und King-Baumgartner-Page ergibt be- 
trichtliche Unterschiede. Nach Perlzweig-Delure erhalt man 
sehr niedrige und nach der letztgenannten Methode sehr hohe 
Werte; die nach Gabbe gewonnenen Werte liegen dazwischen. 

2. Kontrolluntersuchungen der 8 Methoden im Modellversuch: 
unter Vorlage von Glutathion ergaben fiir das Gabbe- Verfahren 
die beste Anniherung an den Vorlagewert. Die mit der Trichlor- 
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essigséure-EnteiweiBung gewonnenen Werte sind nur innerhalb 
einer bestimmten Konzentrationsbreite verliBlich. Unter Be- 
achtung dieser Kautelen erwies sich fiir Reihenuntersuchungen die 
von uns modifizierte King-Baumgartner-Page-Methode am 
geeignetsten. 


3. Mittels einer von uns ausgearbeiteten Methode zur quanti- 
tativen Schwefelabspaltung wird die Erfassung der Sulfhydril- 
komponente nach den genannten jodometrischen Bestimmungen 
kontrolliert. 


Das Ergebnis zeigt einerseits eine weitgehende Uber- 
einstimmung der nach beiden Methoden gewonnenen Werte, 
andererseits eine geniigende Annaherung an den theoretisch er- 
rechneten Schwefelgehalt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fir die Unterstiitzung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 
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Das Verhalten der Histone im biologischen Versuche. 


Von 
Erné Annau. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Franz Josef-Universitat Szeged.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Januar 1932.) 


In vorangegangenen Arbeiten’) berichteten wir tber die 
pharmakodynamischen Wirkungen der Histonsalze. Es ergab sich 
als eine allgemeine SchluBfolgerung, da diese eine toxische 
Wirkung auf Organe mit glatten, bzw. quergestreiften Muskeln zu 
entfalten vermégen. Es wurde schon damals die Vermutung aus- 
gesprochen, daB diese Erscheinung durch die im Histonsalzmolekiil 
sich befindenden Guanidingruppen verursacht wird. 

In den hier zu beschreibenden Versuchen fanden diese Ver- 
mutungen ihre Bestiétigung. 

Die Guanidingruppe ist im Proteinmolekiil als eine Seiten- 
verzweigung des Arginins eingebaut. Das Arginin ist, wie be- 
kannt, toxikologisch véllig unwirksam, es verhalt sich also wie alle 
iibrigen Aminosiuren. Zwischen den Monoaminoséuren und dem 
Arginin, bzw. den iibrigen Hexonbasen besteht ein prinzipieller 
Unterschied. Die Monoaminosiuren besitzen nur eine basische 
Gruppe, die Hexonbasen deren zwei, wovon die eine Atom- 
gruppierung pharmakodynamisch hochwirksam ist. Sowohl in 
den Monoaminoséuren, wie in den Hexonbasen werden aber die 
basischen, bzw. aktiven Radikale durch das endstandige Carboxy] 
lahmgelegt. Die Ausschaltung des aktiven Prinzips bleibt auch in 
dem Proteinverband bestehen, denn obzwar das endstandige Carb- 
oxyl durch die Peptidverkettung besetzt wird, geschieht diese 
Besetzung doch eben durch das aktive, basische Aminoradikal 


(—CH—NH—CO—CH—). Demgegeniiber werden die Hexon- 
basen, die auBer der «-standigen Aminogruppen noch am Ende der 
Kette eine andere basische Gruppierung haben, eben durch die 
Peptidverkettung aktiviert, denn ihr endstandiges Carboxyl wurde 
gebunden und die zweite basische Gruppierung kommt dadurch 
zur Geltung. Diese Molekiilverbainde haben natiirlich nur dann 
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eine Bedeutung, wenn die Guanidin- bzw. Imidazolgruppe der 
Hexonbasen unbesetzt sind oder zugleich am Ende des Protein- 
molekiils sitzen. Ein Teil der Guanidingruppen ist namlich nach 
den Angaben von K. Felix?) bei den Histonen besetzt, wenigstens 
fir die Nitrierung nicht erreichbar. Dafir, da8 der gréBte Teil der 
Guanidingruppen unbesetzt ist und wahrscheinlich am auBeren 
Kinde des Proteinkérpers sich befindet, spricht auch der Umstand, 
daB sie sowohl chemisch, als auch biologisch den Histonen solche 
Kigenschaften aufpragen, die ihnen selbst bzw. ihren Salzen zu- 
kommen. 

Ks ist bekannt, daB das Sulfat des Guanidins in Alkohol sehr 
schwer ldslich ist und aus einer wiBrigen Lésung durch Zusatz 
von Athylalkohol abgeschieden werden kann, ebenso wird das 
Histonsulfat aus seiner Lésung durch Alkohol gefallt; dagegen lést 
sich das Guanidinchlorid leichter in Alkohol und ebenso ist das 
Histonchlorid sogar in 70°/jigem Alkohol noch léslich und nicht 
zum Fallen zu bringen. Das sind Kongruenzen beider Kérper, die 
nicht vernachlassigt werden diirfen und deren Betonung von prinzi- 
pieller Bedeutung ist. 

Einen Beweis fiir diese Auffassung finden wir in den folgen- 
den biologischen Versuchen: Durchstr6mt man ein Frosch- 
priparat nach Trendelenburg mit einer 1°/),igen Histon- 
sulfat- oder -chloridlésung, welche einfach bei Zimmertemperatur 
hergestellt wurde und deshalb einen grob-kolloiddispersen Zustand 
hat (sie zeigt eine starke Opalescenz), so erhalt man eine Wirkung, 
die sich nur auf die Froscheapillaren beschrankt und in einer 
langsam einherschreitenden Verengerung der GefiBe besteht. Diese 
Wirkung wurde schon in einer erschienenen Arbeit erwahnt, und 
wir betonten schon damals, daB diese Erscheinung eine grofe 
Abnlichkeit mit dem Effekt der Guanidinsalze beweist. Erhéht 
man den kolloiddispersen Zustand der Histonlésung dadurch, 
daB man sie in einem Wasserbade auf 80—90°C erwirmt (die 
Opalescenz der Loésung ist stark vermindert) und durchstrémt 
man nachher das Froschpraparat, sobald die Temperatur wieder 
zur Norm gesunken ist, so bekommt man nicht nur eine Verenge- 
rung der Capillaren, sondern es treten typische Guanidinzuckungen 
auf. Dies bedeutet, dab die Kolloidteilchen die Wand der Capillaren 
passieren konnten. Wir dachten'zuniachst daran, daB das Guanidin 
dem Proteinkérper, der nach den Vorschriften von K. Felix 
und H.Harteneck®) als Sulfat hergestellt wurde, als Ver- 
unreinigung anhaftet, deshalb unterwarfen wir eine 1°/)ige Losung 
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nach vorherigem Krwarmen einer Ultrafiltration, voraussetzend, 
daB das Guanidinsulfat, falls es zugegen ist, in der Lésung in ultra- 
filtrabler Form sein mu8B. Wir fanden aber weder im eingeengten 
Ultrafiltrat mit alkoholischer Pikrinséure einen krystallinischen 
Niederschlag, noch konnten wir im Froschpraparat Guanidin- bzw. 
Histonwirkung erhalten. 

Das waren Ergebnisse, die zundchst mit allen bisherigen Er- 
fahrungen betreffs der EiweiBdiffusion in Widerspruch standen. 
DaB die Histonmolekile durch die Zellenwand der Muskelfibrillen 
gelangen, ist Tatsache; auf welche Weise das geschieht, kénnen 
wir uns noch nicht recht gut vorstellen. 

Das Verhalten der Histone und Guanidinsalze stimmt auch 
darin iiberein, daB die Wirkungen beider mit Calciumionen auf- 
gehoben werden kénnen. Um einen weiteren Beweis dafiir zu 
liefern, da die pharmakodynamischen Wirkungen der Histone 
an die Guanidinreste gebunden sind, haben wir das Histon einer 
Nitrierung unterworfen. Nach den Versuchen von A. Kossel und 
E. L. Kennaway‘) kann man die freien Guanidinreste mit einer 
NO,-Gruppe maskieren. Das so behandelte Histon verliert seine 
wesentlichen biologischen und chemischen Eigenschaften: es gibt 
mit anderen Proteinen keinen Niederschlag mehr und die fibrillaren 
Zuckungen des Froschpraparates bleiben aus. Dagegen wird das 
Nitrohiston vom Histonsulfat gefallt. 

Man sieht nun, daB man mit dem Besetzen der freien Guanidin- 
gruppen zu einem Produkt gelangt, das sich vollkommen anders 
verhaélt als das native Protein. 


Zusammenfassung. 

Auf Grund der mitgeteilten Beobachtungen sind die meisten 
Eigenschaften der Histone, wahrscheinlich auch ein Teil derer der 
Protamine mit ihren Guanidingruppen zu erkléren, wonach diese 
EiweiBbkorper sich wie kolloidale Guanidinsalze betragen. 


Literatur. 
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Uber Aminopolypeptidase. 


Yon 


A. K. Balls und Fr. Kéhler. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1931.) 


Das proteolytische Enzymsystem des Darmtraktes, gewéhnlich 
Krepsin genannt, besteht aus einem Gemisch von mindestens zwei 
verschiedenen Fermenten. Waldschmidt-Leitz, Balls und 
Waldschmidt-Graser!) haben im Jahre 1929 von dem Vor- 
handensein einer Polypeptidase neben einer Dipeptidase in Darm- 
schleimhautausziigen berichtet. Diese Polypeptidase spaltet Tri-, 
Tetra- und héhere Feptide und ist gegen Dipeptide unwirksam. 
Der SpaltprozeB beginnt am NH,-Ende des Peptidmolekiils und 
die endstindige Aminoséure, welche die NH,-Gruppe tragt, wird 
abgespalten. Dieser ProzeB wiederholt sich so lange, bis nur mehr 
ein Dipeptid vorliegt. Peptidderivate, die kee freie Carboxy]- 
gruppe besitzen, jedoch eine freie NH,-Gruppe, werden auch durch 
dieses Enzym gespalten (Leucyl-glycyl-glycin-ester). Umgekehrt 
werden Derivate, welche eine substituierte NH,-Gruppe enthalten, 
nicht hydrolysiert. Die Notwendigkeit einer freien NH,-Gruppe 
im Substrat hat zur Bezeichnung Aminopolypeptidase gefiihrt. 

Das Enzym unterscheidet sich von der Carboxypolypeptidase 
des Pankreas dadurch, daf letzteres Ferment diejenige Amino- 
siure abspaltet, welche die Carboxylgruppe triégt und auch im- 
stande ist, Peptidderivate, in denen die NH,-Gruppe substituiert 
ist, zu spalten, vorausgesetzt, daB die Carboxylgruppe unverandert 
bleibt.?, 3) Anderseits wird die Aminopolypeptidase durch Sub- 





1) Ber. chem. Ges. 62, 956 (1929). 

2) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217 
(1929). 

8) E. Waldschmidt-Leitz u. A. K. Balls, Ber. chem. Ges. 68, 1203 
(1930). 
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stanzen, in denen die NH,-Gruppe durch einen Sdurerest sub- 
stituiert ist, gehemmt (z. B. Benzoyl-glycin). Diese Hemmung 
ist durch eine umkehrbare Reaktion bedingt, die zwischen Enzym 
und Hemmungskorper stattfindet.1) Als zweite Haftstelle fir 
die Vereinigung von Enzym und Substrat konnte auf 
Grund von Hemmungsversuchen die Iminogruppe ermittelt 
werden. Beispielsweise beobachtet man Hemmung mit Benzoyl- 
glycin, -diglycin und -triglycin, jedoch nicht mit Benzoyl-sarkosin, 
in welchem die Iminogruppe des Benzoyl-glycins durch eine CH,- 
Gruppe substituiert ist. K6érper homologer Reihen, wie z. B. 
Bromisocapronyl-glycin, -diglycin und -triglycin, ergeben dieselbe 
Hemmung, wenn sie in gleicher molarer Konzentration angewendet 
werden. Daraus ersieht man, dai nur die Iminogruppe fiir diese 
Hemmung verantwortlich ist. Und da Diglycin selbst nicht 
hemmend wirkt, scheint diese EKigenschaft von der Gegenwart 
einer der Peptidbindung benachbarten Sauregruppe abhangig zu 
sein. Diese Ansicht wird durch das Verhalten von Bromisocaprony! 
triglycyl-tyrosin bestatigt; denn dieses Substrat, in welchem eine 
zweite starke Saéuregruppe, das Tyrosin, enthalten ist, hemmt 
nahezu zweimal so stark als Bromisocapronyl-triglycin.?) 

Die gleichen Hemmungsreaktionen konnten auch an der Di- 
peptidase des Erepsins beobachtet werden und fihrten zu der 
Annahme, daB auch dieses Enzym 2 Angriffsstellen in den Sub- 
straten besitzt.2) Diese Anschauung tiber den Wirkungsmecha- 
nismus der proteolytischen Fermente ist eine Anwendung der 
von Euler und Josephson fiir den Fall einer Carbohydrase aut- 
gestellten ,,Zwei-Affinitaétstheorie’.*) Das Verhalten der Dipepti- 
dase gegeniiber Glycyl-anilin und seinen Derivaten zeigt ferner, 
daB die Gegenwart einer elektronegativen Gruppe, z. B. der NO,- 
Gruppe im Benzolring, fiir die Wirksamkeit des Enzyms not- 
wendig ist.?,4) Die Hemmung der Dipeptidase kann durch Hinzu- 
fiigen von dipeptidasefreier Aminopolypeptidase aufgehoben 
werden.!) Die Affinitét der Aminopolypeptidase ist zu der Hem- 
mungssubstanz gr6éBer als die der Dipeptidase und es scheint, dal 


1) A. K. Balls u. F. Kéhler, Ber. chem. Ges. 64, 294 (1931). 

2) A. K. Balls u. F. Kéhler, Ber. chem. Ges. 64, 34 (1931). 

8) H.v. Euler u. K. Josephson, Diese Z. 188, 279 (1924); H. 
v. Euler, Diese Z. 148, 79 (1925); K. Josephson u. H. v. Euler, Diese Z. 
162, 85 (1926); R. Weidenhagen, Zeitschr. Verein der Deutschen Zucker- 
industrie 79, 115 (1929). 

4) A. K. Balls, Habilitationsschrift, Prag 1930. 
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durch Anlagerung von Aminopolypeptidase die Basizitaét der NH,- 
Gruppe verindert wird. Die NH,-Gruppe beeinfluBt wiederum 
den sauren Charakter der benachbarten Iminogruppe. Daraus 
folgt, daB in gewissen Fiillen das Enzym selbst bei der Vereinigung 
mit dem Substrat imstande ist, den sauren Charakter der Imino- 
gruppe, der fiir die Funktion der Haftstelle und die spitere Spaltung 
notwendig ist, zu erhdhen. 


Waldschmidt-Leitz und Balls!) haben vor Jahresfrist 
iiber die Eigenschaften der Aminopolypeptidase berichtet. Die 
relativ groBe Bestaéndigkeit des Enzyms erméglichte es, dasselbe 
weitgehend zu reinigen. An diesen gereinigten Priparaten ver- 
suchten wir nun ein Bild von dem chemischen Charakter der Amino- 
polypeptidase zu gewinnen. Das Rohenzym wurde in der bekannten 
Weise nach vorhergehender Essigsaurefaillung durch Adsorption 
mit HKisenhydroxyd von der begleitenden Dipeptidase befreit.?) 
Durch Fallung der Lésung mit Aceton und Wiederauflésen des 
entstandenen Niederschlages in Wasser wird der Reinheitsgrad 
wesentlich gesteigert. Die Reinigung durch Aceton allein ist eine 
etwa 10fache, auf das Rohenzym berechnet eine etwa 150 fache. 
Qualitative Versuche zeigten einen bemerkenswerten Gehalt 
an Phosphor. Weiter ist die Gegenwart von Stickstoff in Form 
eines Proteins oder Proteinderivats festgelegt. Schwefel, Arsen, 
Kohlehydrate, Tryptophan und Tyrosin konnten hingegen nicht 
nachgewiesen werden. 


Die durch Acetonfallung gereinigten Praparate sind nicht so 
bestandig wie solche, die durch einfache Eisenadsorption erhalten 
sind. Nach 83—4 Wochen Stehen bei Zimmertemperatur verlieren 
sie ihre Aktivitét, in der Lésung entsteht eine Opalescenz und die 
Leitfaihigkeit wachst. Die Zunahme der Leitfahigkeit ist pro- 
portional der Inaktivierung des Enzyms. D.h., da8B wahrend der 
Abnahme der Aktivitaét aus dem Enzymkomplex eine ionisierte 
Substanz abgespalten wird. Dialysiert man ein so gereinigtes 
Enzympraparat, so beobachtet man, da8 die enzymatische Aktivitit 
und der Phosphorgehalt in gleichem MaBe abnehmen.*) Beriick- 











































1) a. a. O. (S. 157). 
2) Ber. chem. Ges. 62, 956 (1929). 

8) In Ubereinstimmung hat sich durch neuere Versuche ergeben, daB 
die Aktivitat der Aminopolypeptidase wahrend der Dialyse gegen PO,-Ionen, 
z. B. n/200-Phosphat-Puffer, py = 7,1, erhalten bleibt bzw. weitgehend 
stabilisiert wird. 








160 A. K. Balls und Fr. Kohler, 


sichtigt man nun diese Tatsache, so ergibt sich die Folgerung, daf 
die ionisierte Substanz den Phosphor enthalt. 

Starker aktive Praiparate weisen einen héheren Phosphor- 
yehalt auf als schwacher aktive, was auch mit der Beobachtung 
des Ansteigens der Leitfahigkeit iibereinstimmt. Man muB8 aber 
bericksichtigen, daB immer ein Teil des vorhandenen Phosphors 
von dem inaktiven Anteil des Ferments stammt, so daB die eben 
erwihnte Beziehung zwischen Phosphorgehalt und Aktivitét nicht 
immer streng zu bestehen braucht. Die Gegenwart von anorga- 
nischem Phosphor als Verunreinigung ist nach den weitgehenden 
Reinigungsoperationen fast ausgeschlossen. Da aber der dem 
inaktiven Anteil entsprechende Phosphor leicht dialysierbar ist, 
so erhiilt man nach einiger Dauer der Dialyse fiir Aktivitaét und 
Phosphor eine gleichbleibende Beziehung, die indes nur fiir jedes 
einzelne Praparat gilt. Gegen Ende der Dialyse besteht zwischen 
Aktivitit und Phosphorgehalt strenge Proportionalitét, Aktivitat 
und Phosphor néhern sich gemeinsam dem Nullpunkt. So ist es 
iiberzeugend, daB der Phosphor zur enzymatischen Aktivitat in 
naher Beziehung steht und allem Anschein nach in einer einzigen 
Form vorhanden ist. Fir dasselbe Priparat und verschiedene 
Stufen der Zerlegung ist das Verhiltnis des Phosphorgehaltes zur 
enzymatischen Konzentration konstant. 

Fiir verschiedene Priparate jedoch entspricht ein bestimmter 
Phosphorgehalt nicht einer bestimmten Aktivitét. Es scheint 
daher, als ob der Phosphor dem kolloidalen Trager angehére. In 
diesem Falle kann er chemisch gebunden sein oder adsorptiv ver- 
ankert. Wenn der Phosphor ein adsorbierter Bestandteil des 
kolloidalen Tigers ist, dann ist die Aktivitét des Enzyms ab- 
haingig von der Menge des adsorbierten Phosphors. 

Ks ist nicht leicht, zwischen diesen beiden Ansichten zu ent- 
scheiden. Gegenwiirtig ist die letztere wahrscheinlicher. Der hohe 
Gehalt an Phosphor spricht dafiir. Ist der Triger abgespalten, so 
scheint das Knzym mehr oder weniger zerstért zu sein, da Phos- 
phationen die phosphorfreie und inaktive Restlésung nicht reakti- 
vieren. Wenn die enzymatische Aktivitét der Aminopolypeptidase 
von dem Gehalt adsorbierter Phosphationen abhangig ist, so 
ergibt sich, daB mehr als ein [on an das Tragerteilchen adsorbiert 
sein mu und daB durch gestuften Verlust die Aktivitat allmahlich 
geschwicht werden kann, ohne die Spezifitét zu verandern, wie 
wir an der Spaltung einiger Tetrapeptide nachweisen konnten. 
Es ist leicht méglich, daB diese Schwichung die Affinitétskonstante 
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unginstig beemfluBt, was z. B. 6fters an Invertinpraiparaten 
gegentiber demselben Substrat beobachtet wurde.) Desgleichen 
haben Grassmann und Klenk iber derartige Erscheinungen bei 
Dipeptidase berichtet.2) Es ist méglich, daB diese Verschieden- 
heiten dieselbe einfache Erklarung haben. 

Abweichungen in der relativen Aktivitaét verschiedener Di- 
peptidasepraparate gegeniiber Serien von Substraten, sowie auch 
Verschiedenheiten der urspriinglichen Affinitiéten, wurden von 
Grassmann und Klenk auf Grund von Abweichungen in der 
Enzymaffinitat gegeniiber verschiedenen Substraten erklirt.*) Ver- 
mutlich ist die Ursache dieser Affinititsabweichungen die Gegen- 
wart einer hemmenden Substanz, deren Affinitét fir das Knzym 
zwischen der fiir jenes und das in Frage kommende Substrat liegt. 
Dieselbe Tatsache hat Linderstrem-Lang*) zu dem Schluf 
seftihrt, daB es Peptidasen gibt, von denen die eine spezifisch fiir 
Leucylpeptide ist, eine spezifische Dipeptidase und womédglich eine, 
welche besonders Leucyl-diglycin gut spaltet. 

Fir die Hydrolyse von Tetrapeptiden ist die Annahme, dah 
mehr als em Enzym daran teilnehmen sollte, sehr unwahrscheinlich. 
Das folgt aus der Tatsache, da8 in an Hisenhydroxyd adsorbierten 
Praparaten und in mit Aceton vorbehandelten Priiparaten, ebenso 
bel Praéparaten, die durch Stehenlassen oder durch Dialyse teil- 
welse zerstért wurden, die relative Aktivitat gegeniiber 
vinigen Substraten unverindert bleibt, beispielsweise gegen- 
uber Leueyl-triglycin, Alanyl-triglycin und ‘l'etra-glycin. Die end- 
stindige Aminosiéure, also die, welche vom Ferment angegriffen 
wird, ist in allen Fallen verschieden. Die Gegenwart eines spezi- 
lischen Leucylferments kann nur unter der Voraussetzung moglich 
sein, daB seine Zersetzungsgeschwindigkeit und die Bestindigkeit 
wahrend aller Reinigungsoperationen genau die gleiche ware. 
@ ie Geschwindigkeiten, mit welchen die verschiedenen Tetra- 
@veptide gespalten werden, stehen zueinander in demselben Ver- 
@altnis; doch das Verhaltnis der Spaltung von T'ripeptid zu der 
Fier Tetrapeptide kann je nach Vorbehandlung der Enzympriiparate 
verschieden sein. Durch Acetonfallung oder durch Dialyse wird 
‘J ier eine Verschiebung des Verhialtnisses der Spaltungsgeschwindig- 
Jiciten beobachtet. 


1) R. Kuhn, Diese Z. 125, 28 (1923). 
2) W. Grassmann u. L. Klenk, Diese Z. 186, 26 (1930). 
3) K. Linderstrem-Lang, Diese Z. 188, 48 (1930). 
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Kine Entscheidung iiber die beiden oben genannten Ap. 
sichten von Grassmann und Linderstrem-Lang k6nnen auc), 
unsere Beobachtungen nicht herbeifiihren. Die Verschiebung dey 
Spaltungsgeschwindigkeiten von Tri- und Tetrapeptiden kénnte 
erklirt werden einmal durch die Annahme einer Zerst6rung der 
Tripeptidase, ferner auch durch Anderung der Ladung des 
kolloiden Tragers, wie wir heute geneigt sind anzunehmen, und 
zuletzt der Ansicht von Grassmann und Klenk entsprechend 
durch Ab-, beziehungsweise Zunahme hemmender Substanzen. 

Dieser Frage, sowie der Frage nach der Rolle des Phosphors 
in der Aminopolypeptidase, wollen wir weiter unsere Aufmerksam- 
keit widmen. 


Tabelle LI. 


Verhaltnis der Verdauungsgeschwindigkeit von verschiedenen Peptiden, ver- 
ursacht durch gleichartig gereinigte Aminopolypeptidase, in verschiedenen 
Stadien der Reinigung und Zersetzung. 


























A BO o + . 
Peptide Nach Nach Eisen- |Nach20Stdn.| Nach6Stdn. 
Eisen- adsorption u.| Stehen Dialyse — 
adsorption | Acetonfallung| bei 40° at) | b3) 
Leucyl-diglycin 19 6 5 1,5 | 1 
Alanyl-triglycin 2 2 1,5 1,5 | 1,5 
Leucyl-triglycin l I 1 tb it 
aa 
Glycyl-triglycin 7 ] a | 














Experimenteller Teil. 
Herstellung des Enzyms. 


Die Aminopolypeptidase wurde aus Roherepsin von der sie 
begleitenden Dipeptidase’), durch Adsorption mit Hisenhydroxy( 
bei px = 5,0, nach vorhergehender Essigsiurefallung, befreit. Das 
Kisenhydroxyd muB einen geniigenden Alterungsgrad aufweisen, 


~ 


a: GroBe Enzymkonzentration. 
b: Geringe Enzymkonzentration. 
E. Waldschmidt-Leitz u. A. Schaffner, Diese Z. 181, 31 (1926). 
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d.h. genug krystallinisches Himatit enthalten!), da davon die 
spezifische Wirkung der Adsorption abhiangig ist.) Durch wieder- 
holte Adsorption mit abgestuften Mengen Kisenhydroxyd gelangt 
man zu einem Praparat, das praktisch dipeptidasefrei ist. Die 
Lésung enthalt keine Pankreasenzyme, hdchstens Spuren von 
Prolylpeptidase*) und eines Chloracetyl-nitranilin spaltenden Fer- 
ments, wie es von Balls und Kéhler beschrieben wurde.*) Solche 
Priparate widerstehen der Dialyse nur fiir kurze Zeit und kénnen 
im Vakuum bei 30°C ohne allzugroBe Verluste konzentriert werden. 
Adsorbiert man Aminopolypeptidase an Tonerde C, vor der Dia- 
lyse und eluiert nun mit Ammoniak oder alkalischem Phosphat- 
puffer, so kann man noch itiber 50°/) Ausbeute erhalten. Dialysierte 
Aminopolypeptidase auf diese Weise behandelt, ergibt einen fast 
vollstandigen Verlust der Aktivitit. 


Die beste Methode der Reinigung, die wir anwendeten, war 
die Fallung mit Aceton und Wiederauflésen des Niederschlages in 
Wasser. Der Reinheitsgrad erreichte in den besten Fallen das 
145fache der Rohlésung, und er ist abhingig von der verwendeten 
Darmschleimhaut. Durch die Acetonfallung wird sowohl die Di- 
peptidase als auch das Chloracetyl-nitranilin spaltende Ferment 
vollstandig entfernt. 


Es sei folgendes Beispiel fiir die Acetonfillung angefiihrt: 
200 cem einer Aminopolypeptidaselésung, welche mit Lisen- 
hydroxyd voradsorbiert wurde) und 160 ccm reines Aceton wurden 
getrennt bis — 10°C abgekihlt und dann rasch gemischt. Die 
Fallung zeigt alsbald eine schwache Opalescenz. Nun wurden 
700 mg frisch gegliihte Kieselgur hinzugefiigt und das Ganze iiber 
einem gehirteten Filter rasch abgenutscht. Hernach wurde mit 
50 cem eisgekiihltem 45°/,igen Aceton gewaschen, dann fiir einige 
Zeit Luft durch das Filter gesaugt, so daB der Rickstand praktisch 
trocken und acetonfrei wurde. Kieselgur samt Niederschlag 
wurden dann in 20 ccm Wasser suspendiert und nach 5 Minuten 
wieder abfiltriert. Die Zunahme des Reinheitsgrades zeigt folgende 
Tabelle. 





1) G. F. Hiittig u. A. Zérner, Z. Elektrochem. 36, 259 (1930). 
*) Vgil. Anmerkung 3, S. 157. 
3) W. Grassmann, H. Dyckerhof u. O. Schénebeck, Ber. chem. 
Ges, 62, 1307 (1929). 
4) A. K. Balls u. F. Kéhler, Ber. chem. Ges. 64, 383 (1931). 
5) Vgl. Anmerkung 1, S. 157. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCV. 12 
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Tabelle II. 


Reinigung der Aminopolypeptidase. 























mg Trocken-} Po], (e.—) | Aus- | Rein- 
_ Pol. (e.—)*) | | —-———| hente | heit 
Priparat saa substanz | mg Trocken-| Deute | heits- 
P me pro ccm substanz | in °/)] grad 
a) 1:1 verdiinnterGly- 
cerin Extrakt. .. 0,010**) Ss es 00015 100 -—— 
b) Dasselbe nach Ks- 
sigsiurefaillung 0,006**) 3.0°**) 0,0020 60 1,3 
c) Ahnliches Praparat 
wie b) nach Eisen- 
adsorptionf) .. . 0,00827 0,40***) 0,021 30 14 
d) Priparat c) gefallt 
mit Aceton und ge- 
lést in Wasser 0,01522 0,07 0,22 5,5 | 14577) 


*) Vgl. Anmerkung 3, S. 157. 
**) Geschitzt. Direkte Bestimmung bei Gegenwart von Dipeptidase nicht 
moglich. 
***) Nach der Dialyse. 
t) 300 ccm Roherepsin wurden 2mal mit 10ccm Fe(OH), und 2mal 
mit 5ceccm Fe(OH), adsorbiert. 10 com = 327 mg Fe,O,.) 
tt) Die Reinigung ist im Vergleich zum Invertin oder Katalase nicht 
sehr groB; fiir diese Enzymklasse jedoch betrachtlich. 


Qualitative Versuche. 


Diese wurden an verschiedenen, durch Acetonfallung ge- 
reinigten Priiparaten ausgefiihrt. Da die Lésungen sehr wenig 
aktive Substanz enthalten, war es notwendig, gréBere Mengen 
einzudampfen und die Versuche mit dem Trockenriickstand durch- 
zufiihren. Die Ergebnisse sind in Tab. III zusammengestellt, in 
der auch gleichzeitig die geringste Menge Vergleichssubstanz an- 
gegeben ist, die fiir eine deutlich positive Reaktion notwendig war. 

Colorimetrisch verglichen entspricht die Farbintensitat der 
Biuretreaktion des Riickstandes ungefahr der, die man mit einem 
Drittel des Riickstandgewichtes mit Casein erhalt. Der Gesamt- 
stickstoff eines éhnlichen Riickstandes betrug 6,63°/,. Man kann 
also daraus schlieBen, daB iiber 1/, des Riickstandes aus Protein 
oder Proteinabbauprodukten besteht. Die letzteren sind in weit 
groBerem MaBe vorhanden, da Proteinfallungsversuche geringe 
und ungeniigende Reaktionen ergaben. 





1) R. Willstatter, H. Kraut u. W. Fremery, Ber. chem. Ges. 5%, 
1498 (1924). 














Uber Aminopolypeptidase. 


Tabelle ITI. 


Qualitative Versuche an Aminopolypeptidase. 

















Ver- 
wendete —— = J 
Reaktion auf Methode mg Maiipt a...” 
Trocken- mg Substanz 
substanz 
‘Tyrosin Millon .... 0,5 0,077 neg. | 0,05 Tyrosin 
_ Tryptophan Hopkins . . . 0,9 0,069 neg. 0,005 'Tryptoph. 
| CO—NH Biuret .... 0,3 0,035 pos. | 0,1 Casein 
 Purinbasen Murexid .. . 0,7 0,028 neg. | 0,02 Harnsiiure 
Aminosiuren Ninhydrin. . . 0,5 0,077 pos. | 0,5 Alanin 
Kohlehydrate Molisch. . . . 0,7 0,155 neg. | 0,5 Fruktose 
Schwefel Pb-Acetat- KOH 1,20 0,092 neg. | 0,2 Cystein 
Phosphor NH,-Molybdat. 57,0 0,650 pos. | 0,2 P 
Arsen H,SnachP-Probe}] 57,0 0,650 neg. | 0,2 As 


Der Phosphorgehalt und das Verhalten bei der Dialyse. 


Tab. IV versinnbildlicht die Ergebnisse der Phosphor- 
bestimmungen an einer Anzahl acetongefallter Priparate. Die 
Durchfiithrung der Analysen erfolgte nach der Methode von Will- 
statter und Kuhn.) 


Tabelle IV. 
Phosphorgehalt von Aminopolypeptidasepraparaten. 

















. mg Trocken- °/, Phosphor 
Priparat Pol. (e.—) substanz pro ccm | in Trockensubstanz 
I 0,0084 1,177 0,57 
II 0,0110 1,14 1,98 
III 0,0193 1,61 1,94?) 
IV 0,0145 0,82 3,84 
V 0,0070 1,10 1,09 
VI 0,0136 1,14 2,31 
VII 0,0084 0,85 1,31 











Den Phosphorverlust wahrend der Dialyse, verglichen mit der 
Aktivitit der Aminopolypeptidase, zeigt Fig. 1. In der vorher- 
gehenden Tabelle sind die zur Dialyse verwendeten Priparate 


1) R. Willstatter, J. Graser u. R. Kuhn, Diese Z. 128, 1 (1922). 
2) N im Riickstand = 6,63°/,. 


12* 
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mit I und II bezeichnet. Dialysiert wurde gegen langsam flieBendes 
destilliertes Wasser und die Oberfliche der Fischblasenmembran 
wurde stets konstant gehalten. 
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Resultate genau zu ersehen. 
































In Tab. V sind die einzelnen 
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Fig. 1. Phosphor- und Aktivititsverlust durch Dialyse. 
Tabelle V. 
Aktivitats- und Phosphorverlust durch Dialyse. 
mis 7 Pol. (e.—) pro | °/, Phosphor Verhaltnis 
— mg Trocken- in Trocken- der Aktivitat Praparat 
dauer substanz substanz zu °/, Phosphor 
0 | 0,0072 0,57 0,0126 
3 0,0060 0,54 00112 || 
6 0,0038 0,28 0,0136 I 
20 0,0025 0,14 0,0147 
50 0,0000 Spuren a= 
0 0,0096 1,98 0,0049 
2 0,0092 1,53 0,0060 
4 0,0095 1,67 0,0057 II 
6 0,0085 1,49 0,0057 
8 0,0078 1,22 0,0064 
0 0,0098 1,31 0,0075 VII 
48 0,0074 0,71 0,0103 
0 0,0021 1,94 0,0062 II 
43 0,0057 0,72 0,0080 






































ndes 
bran 
Inen 


g ; 
% Posohor 17 TFotkenswbstanz 


1 


it 





Uber Aminopolypeptidase. 167 


Die Aktivitat wurde mit Leucyl-diglycin unter den iiblichen 
Bedingungen gemessen. Zur Spaltung wurde 1 com Enzym ver- 
' wendet und die Verdauungszeit so festgelegt, daB deutliche Aus- 
' schlige erzielt wurden. Die Dialyse wurde bei Zimmertemperatur 
| (21—24°) durchgefiihrt. 


Aktivitaét und Leitfahigkeit. 


Die Praparate, die zur Leitfahigkeitsmessung verwendet 


' wurden, sind in Tab. IV unter Nr. III, IV, V beschrieben. Das 
' Enzym konnte in der Leitfaihigkeitszelle bei 830° sehr bald zerstért 
_ werden und von Zeit zu Zeit wurden 2 com Enzym fir die Aktivi- 
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Fig. 2. Aktivitét und Leitfaihigkeit. 


| titsbestimmung entnommen. Die Leitfahigkeit wurde mit Hilfe 
' einer einfachen Kohlrauschbriicke gemessen. Fig. 2 zeigt die 
| Steigerung der spezifischen Leitfihigkeit (*) und die Abnahme 
der Aktivitét wihrend der angegebenen Zeiten. Die Ordinaten 
_ der einzelnen Kurven sind in den 8 Fillen gegenseitig verschoben. 
_ Die Unvollstindigkeit der ersten Kurve ist darauf zuriickzufiihren, 
_da8 zur Durchfiihrung des Versuches nicht geniigend Amino- 
| polypeptidaselésung verwendet wurde. Die 8 Priparate unter- 
' scheiden sich hinsichtlich ihrer Aktivitét sehr stark. Die urspriing- 


liche Leitfahigkeit ist abhingig von der Aktivitiét der Praparate. 
Sie ist héher, je aktiver das Praparat ist, und sie andert sich dem 
Verhaltnis nach auch nicht bei reineren Priparaten. Das zeigt 
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qualitativ, daB sich das Enzym verindert. Die genauen Angaben 
sind in Tab. VI angefihrt. 

Die Kurven zeigen 1m allgemeinen innerhalb der Fehlergrenze 
parallelen Verlauf. Dennoch ist in jeder Kurve ein Abschnitt zu 
bemerken, néimlich dort, wo die Aktivitét auf die Halfte ihres 
Wertes gesunken ist, innerhalb dessen man einen Aktivitits- 
verlust ohne entsprechende Zunahme der Leitfihigkeit beob- 
achten kann. Gleichzeitig tritt hier eine Opalescenz in Erscheinung., 
Kis ist also wahrscheinlich, da die eben erwihnte Diskrepanz auf 
eine Adsorption zurickzufiihren ist. Der letzte Teil der Kurve 
scheint die Zerstérung des kolloiden Tragers anzuzeigen, der erste 
Teil seine gradueile Entladung. Da sich das Verhaltnis von Tri- 
peptid- zu Tetrapeptidspaltung waéhrend des Stehens bei 30°C 
nicht dindert, erscheint die Gegenwart eines zweiten Enzyms, das 
Tripeptide angreift, unwahrscheinlich. 


Tabelle VI. 
Beziehungen zwischen Aktivitét und Leitfahigkeit. 


























Aktivitat 
Zeit bei 30° Spezifische Leit- ccm n/5-KOH pro Praparat 
in Stunden fahigkeit x 104 lecm Enzym und 
1 Stunde Verdauung 
0 2,3 1,16 
14 2,6 0,91 
38 3,0 0,63 
47 3,0 0,62 [ 
32 3,4 0,62 
111 3,4 0,24 
0 1,6 0,87 
19 2,1 0,65 
27 2,2 0,57 IV 
44 2,3 0,39 
66 2,9 0,17 
91 3,1 0,04 | 
0 1,2 0,42 
3 1,3 0,34 
21 1,5 0,30 V 
50 1,5 0,15 
69 1,5 0,13 
141 1,8 0,03 
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Uber Aminopolypeptidase. 


Spezifitat. 


Aus Tab. VII ist die Spaltung verschiedener Priparate durch 
Aminopolypeptidase zu ersehen. Die Zunahme der Verdauung 
wurde durch alkoholische Titration nach Willstaétter und Wald- 
schmidt-Leitz bestimmt.') Fir jede Titration wurden 5 ccm 
einer Lésung verwendet, die 0,5 Millimol Substrat und 1 cem 
n/1-NH,-NH,Cl-Puffer (1:1) — im Falle des Leucyl-diglycin, und 
die Halfte dieser Menge bei Verwendung anderer Peptide — ent- 
hielt. Das pu wurde mit n/1-Essigsiure auf 8,0 eingestellt und 
nun das Enzym zugesetzt. Selbstverstindlich enthielt die Knzym- 
lésung 20°/, Glycerin, um zwischen eisenadsorbierten Priiparaten 
und acetongefillten Priparaten vergleichen zu kénnen. Das 
frisch hergestellte Acetonpriparat enthielt pro Kubikzentimeter, 
vor Zugabe von Glycerin, 0,14mg ‘Trockenriickstand und 


Tabelle VII. 
Die Wirkung von Aminopolypeptidase auf verschiedene Peptide. 


























& § gS elogs 

m0 6 a2 go 

, Seal. S18 35585 

oo ‘ 
Beschreibung BES|SS1S85|55|  substrat 

der Praparate be 9 NM 65 aE = g 

°° = a, 

da | ASF Io8 5 
1,0 2 1,14 | 0,57 | Leucyl-diglycin 
Nach Eisenhydroxyd- 1,0 3 | 0,23 | 0,07 | Alanyl-triglycin 
adsorption 1,0 4 0,10 | 0,03 | Leucyl-triglycin 
1,0 4 0,10 | 0,03 | Glycyl-triglycin 
1,0 3 1,71 | 0,57 | Leucyl-diglycin 
Nach Acetonfallung 1,0 3 | 0,61 | 0,20 | Alanyl-triglycin 
sofort 1,0 4 0,36 | 0,09 | Leucyl-triglycin 
1,0 4 0,35 | 0,09 | Glycyl-triglycin 
Nach Acetonfallung 1,0 3 1,54 | 0,51 | Leucyl-diglycin 
u. nach 20 Stunden 2,0 4 0,60 | 0,15 | Alanyl-triglycin 
Stehen bei 40° 1,0 4 0,38 | 0,10 | Leucyl-triglycin 
1,0 21 1,26 | 0,06 | Leucyl-diglycin 
Nach Acetonfallung und 1,0 21 1,20 | 0,06 | Alanyl-triglycin 
nach 20 Stunden Stehen 1,0 21 0,82 | 0,04 | Leucyl-triglycin 
bei 40° u. darauf folgender {j 1,0 21 0,94 | 0,045 | Glycyl-triglycin 
Dialyse, gegen destilliertes 0,5 18 0,55 | 0,06 | Leucyl-diglycin 
Wasser, durch 6 Stunden 0,5 18 0,75 | 0,08 | Alanyl-triglycin 
Y 0,5 18 0,55 | 0,06 | Glycyl-triglycin 








1) R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Ber. chem. Ges. 54, 
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(,0110 Polypeptidaseeinheiten (gegen Leucyl-diglycin gemessen), 
Demnach ist das Verhaltnis Aktivitaét zu Trockensubstanz 0,078; 
das entspricht einer 5fachen Aktivitatssteigerung gegentiber der 
mit Fe(OH), behandelten Lésung. In 18 Stunden gab 1 ccm dieser 
Lésung 0,1 cem n/5-KOH Leucyl-glycin-Spaltung (0,5 Millimol 
Substrat). Sie war demnach praktisch dipeptidasefrei. Die ver- 
wendeten Enzymmengen waren klein genug, um eine Abspaltung 
der zweiten Peptidbindung im Tetrapeptid zu vermeiden. Tir zu 
lange Verdauungszeiten wurde die doppelte Enzymmenge ver- 
wendet. Es konnten bei diesen verschiedenen Knzympraparaten 
in dem Spaltungsverhéltnis der einzelnen Peptide keine Ver- 
schiedenheiten gefunden werden. 


Der Deutschen Forschungs-Gemeinschaft danken wir 
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 





> welll — __ A? Sie (en eee ee oe ee 


_ a — — 


: 
| 
] 








vir 





Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper. 


V. Mitteilung. A.3. Die Harnstoffbildung in iiberlebenden Organen 
und im PreBsaft derselben. 


Von 


S. Salaskin und L. Solowjew. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Staatsinstituts fiir experim. Medizin in Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Dezember 1931.) 


Beeinflussung des Arginin-Arginasesystems in der Leber durch Gase 
und seine Aktivierung durch Cystein. 


In unserer friiheren Mitteilung?°) tiber die Rolle des Arginin- 
Arginasesystems fiir die Harnstoffbildung bei Leberautolyse 
schrieben wir: ,,was den von Mec Cance betonten Einwand an- 
langt, da8B die Harnstoffbildung durch Sauerstoff verzégert wird, 
wihrend das Arginin-Arginasesystem selbst nicht abgeschwacht 
und die Proteolyse nicht gehemmt wird, so weisen unsere Er- 
gebnisse darauf hin, daf eine Erklarung dieser interessanten Er- 
scheinung nicht darin zu suchen ist, daB einer oder einige andere 
Korper neben dem Arginin fiir die Harnstoffbildung in Betracht 
kommen, wenigstens nicht unter den Bedingungen der iiblichen 
Anordnung des Autolyseversuchs, sondern daB etwas anderes hier 
mitspielt. Die Lésung dieser Frage mu8 weiteren Untersuchungen 
vorbehalten bleiben.‘ Im Nachstehenden wenden wir uns diesem 
Gegenstand zu. 

Mit der Beeinflussung autolytischer Prozesse durch Gase haben 
sich Bellazi?) (1908), Laqueur’) (1912), Morse®) (1916) und 
Shima?) (1922) beschaftigt. Der zweite der Genannten hat er- 
hebliche Hemmungen der Proteolyse durch Sauerstoff, besonders 
bei erhéhtem Druck und Anregung derselben durch CO, fest- 
stellen kénnen. Die drei anderen Autoren haben keine sicheren und 
eindeutigen Ergebnisse gehabt. Auch Mc Cance®) hat im Zu- 
sammenhang mit der Harnstoffbildung bei Autolyse der Leber und 
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Milz gefunden, daB H, die Harnstoffbildung nicht beeinfluBt, 
wiihrend O, diesen ProzeB stark hemmt. 

Unsere Aufgabe war es, die Kinwirkung von Sauerstoff, Kohlen- 
siure und Stickstoff auf die Harnstoffbildung bei Leberautolyse 
festzustellen und zwar haben wir in manchen Versuchen, neben 
Harnstoff den Reststickstoff und in emem Versuch den Stickstoff 
der Aminoséuren bestimmt. In einem ‘Teil der Versuche haben wir 
die Autolysate auf aktive Arginase geprift. px war immer auf 
eine bestimmte Hohe eingestellt. 

Unsere Befunde hatten uns zunichst davon iberzeugt, daB es 
notwendig ist, der Einwirkung von Sauerstoff und Kohlenséure 
nicht nur auf den Arginasegehalt der Autolysate nachzugehen, 
sondern auch festzustellen, wie die in nachstehend angegebener 
Weise gewonnene Arginase selbst, bei Verwendung in Lésungen 
bestimmter Konzentration, beeinfluBt wird. Weil wir haben nach- 
weisen kénnen, daB die Aktivitit der Arginase durch Sauerstoff 
gehemmt wird, sahen wir uns veranlaBt, diese Tatsache auf- 
zukliren. Beriwcksichtigt man den Gehalt der Leber an der HS- 
Gruppe in Form von Glutathion und Cystein, sowie die Umwandel- 
barkeit von Cystein in Cystin durch Sauerstoff, so dringt sich aus 
einigen Literaturangaben tuber aktivierende Einwirkung der H5- 
Gruppe auf proteolytische Fermente®) der Gedanke auf, dai 
Cystin und Cystein die Aktivitét der Arginase beeinflussen k6énnten. 
Davon ausgehend haben wir die Untersuchung in nachstehend 
geschilderter Weise gefihrt. 


a) Versuchsverfahren. 


Da die Versuchsanordnung nicht immer die gleiche war, sind 
die eventuellen Abweichungen im experimentellen Teil bei jedem 
Versuch angegeben, wahrend hier, um Wiederholung zu vermeiden, 
das fiir alle Versuche im Verfahren gemeinsame geschildert 
werden soll. 

Wir nahmen stets Leber vom Hunde, nach Verblutung und 
nach 24stiindigem Hungern. Sofort nach der Entnahme wurde die 
Leber mit Latapie behandelt und der Organbrei entweder mit 
Pufferlosung gemischt oder unter eine Buchnersche Presse ge- 
bracht und dann der PreBsaft mit Pufferlésung gemischt. Das 
eine oder das andere Gemisch untersuchten wir darauf'in einzelnen 
Portionen auf den Gehalt an den gesuchten Substanzen. Die ganze 
iibrige Masse verteilten wir in sterilisierte Kolben unter Zusatz von 
je 10 ccm Toluol. Einer der Kolben, mit StopfenverschluB, diente 
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als Kontrolle, die anderen wurden mit Gasen durchstrémt. Dazu 
benutzten wir Gasometer und regulierten die Durchstrémungs- 
geschwindigkeit bis auf 25—80 Gasblasen pro Minute. Manchmal 
wurde die Durchstr6mung fiir einige Stunden unterbrochen. Die 
(jase wurden in folgender Weise gewaschen: Vor dem Eintritt in den 
Versuchskolben aus dem Gasometer leiteten wir O, und CO, durch 
ein Drechselgefaé8B mit H,SO, und dann durch ein solches mit H,0. 
N, leiteten wir zunichst durch eine alkalische Pyrogallollésung 
(nach van Slyke) und dann der Reihe nach durch Lésungen FeSO,, 
H,80,, sowie durch H,O. Mit CO, und O, wurden die Gasometer 
aus entsprechenden Bomben aufgeladen, wihrend N, aus erhitztem 
Lésungsgemisch von NaNO,, NH,Cl und K,Cr,0, gewonnen wurde 
mit nachfolgendem Waschen in einem Lésungsgemisch von K,Cr,0, 
und H,80,. Die Versuchskolben waren einerseits mit den ent- 
sprechenden Gasometern, auf dem Umwege iiber die verschiedenen 
WaschgefaBe verbunden und anderseits mit den wassergefiillten 
DrechselgeféBen, so daB der Kintritt atmospharischer Luft in die 
Kolben ausgeschlossen war. Die ganze Anordnung wurde in der 
Thermostatkammer aufgestellt, wo die Temperaturschwankungen 
+ 0,5° betrugen. Der Versuch galt als eingeleitet, wenn die Kolben 
in den Thermostat eingebracht waren. 


Den Harnstoff bestimmten wir nach Fosse, die Entweibung 
wurde nach Tanret ausgefiihrt. Fir Bestimmung von R-N und 
der Aminoséuren in den verdiinnten (1:10 und 1:5) Autolysaten 
wurden die HiweiBk6rper vermittels Na,WoO, in 10°/, Lésung und 
2/3-n-H,SO, ausgefallt; 3—5 ccm des Filtrates dienten fiir Be- 
stimmung von R-N. Diese Bestimmung wurde nach Mikro-Kjel- 
dahlim Parnas-Wagnerschen Apparat ausgefihrt. Die Amino- 
siuren bestimmten wir nach Folin, pu elektrometrisch mit Chin- 
hydronelektroden. 


Den Gehalt an aktiver Arginase bestimmten wir nach dem 
kombinierten Verfahren Edlbacher-Roéthler’), sowie Hunter- 
Dauphinee®) und zwar in folgender Weise: 


Als Pufferlésung diente Glykokoll + NaOH mit px = 9,5, bei Arginase- 
wirkung 30 Min. im Wasserbade von 38°. Arginin 10 ccm mit 10mg N. Der 
Harnstoff wurde nicht nach dem Ureaseverfahren, sondern nach Fosse be- 
stimmt. Man sieht somit, da8 wir hier mit einer anderen Einheit fiir Arginase 
zu rechnen haben, als von Edlbacher oder auch Hunter angenommen wird, 
und zwar nahmen wir als Einheit einen solchen Arginasegehalt, bei welchem 
in 30 Minuten bei 38,0° 7,5 mg Dixanthylharnstoff entsteht, wenn folgendes 
Gemisch in Reaktion gesetzt wird: 5,0 cem Argininnitratlésung, neutralisiert 
an Phenolphtalein, mit Gehalt von 10 mg Arginin-N, 2,0 ccm n/10-Glykokoll 
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+ NaCl + n/10-NaOH als Puffer mit py = 9,5 und 1,0 ccm der Versuchs- 
losung. 

Zunichst gab uns die aktive Arginase fiir die Versuchslésung 
eine Kurve, welche auf einen Zusammenhang zwischen Gehalt und 
Wirkung der Arginase unter den gegebenen Bedingungen schlieBen 
lieB. Diese Kurve ergab sich bei folgender Anordnung: Eine Reihe 
Reagenzgliser mit je 5,0 cem Argininlésung (neutralisiert an Phenol- 
phthalein) und 2,0 cem Pufferlédsung (Glykokoll + NaOH mit 
pu = 9,5) wurden ins Wasserbad gebracht mit Einstellung der 
Temperatur auf 38,0-+0,05°. Darauf wurden die Glaser mit 0,3, 
1,0, 2,0 und 4,0cem Glycerinextrakt aus der Leber in 10facher 
Verdiinnung (nach Hunter und Dauphinee) beschickt. Genau 
nach 30 Minuten, um die Arginasewirkung abzuschlieBen, erfolgte 
ein Zusatz von je 0,3 cem Tanret-Reagens + 1,7 ccm Hisessig. 
In einem aliquoten Anteil des Filtrates wurde der Harnstoff nach 
Fosse bestimmt. Als Kontrolle diente ein mit 5,0 com Wasser 
anstatt Argininlésung beschicktes Reagenzglas. An die Abszisse 
legten wir die Arginaselésung in Kubikzentimetern, an die Ordinate 
den Dixanthylharnstoff in Milligramm. Wenn nun die Abszisse in 
Abschnitte entsprechend 7,5 mg Harnstoff eingeteilt wird, so 
erhalten wir den MaBstab fiir die Hinheit der Arginase. In diesem 
MaBstabe wurden die Arginaseeinheiten auf die Abszisse ibertragen, 
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wahrend die Ordinate die GewichtsgréBen fiir Dixanthylharnstoff 
angibt (vgl. Figur). 

Die Bestimmung des Gehaltes an aktiver Arginase vermittelte 
uns diese Kurve. Wir nahmen 1 ccm der auf Arginase zu priifenden 
Lésung und wirkten damit auf das Arginin ein, unter den be- 
sprochenen Bedingungen, und dann vermittelten uns die auf die 
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Kurve wtbertragenen DixanthylharnstoffgréBen die Bestimmung 
der entsprechenden Werte fiir den Arginasegehalt an der Abszisse 
in den festgestellten Einheiten. 

Wir wollen es nicht unterlassen zu bemerken, daB wir unser 
Arginin der Freundlichkeit der Herren Prof. C. Neuberg und 
Prof. H. Wieland verdanken und sagen ihnen unseren besten 
Dank. 


b) Experimenteller Teil. 


A. Versuche mit Leberbreipufferlésung. 


Versuch Nr.1. 4. III. 1931. Mit Latapie hergestellter Leberbrei 
374,4 g im Gemisch mit 1003 g n/10-Acetatpuffer von py = 3,70, gut durch- 
geschiittelt bis zu homogener Masse. Im Vorversuch im Gemische wurde 
pu bestimmt und die iibrige Masse, wie oben erwihnt, in 4 Kolben verteilt 
in der Thermostatkammer abgestellt bei 36,8° + 0,5°. Die fiir Umrechnung 
auf 100g Lebersubstanz erforderlichen Koeffizienten betragen: Fiir die An- 
fangswerte 3,675, fiir diejenigen nach 44 Stunden Aufenthalt im Thermostat, 
mit Diskontierung des Toluolzusatzes und der verdampften Fliissigkeit, fiir 
die Kontrolle 3,77, fir die mit Sauerstoff durchstrémte Portion 3,77, fiir die 
mit Stickstoff durchstrémte 3,78 und fiir die mit Kohlenséiure durch- 
strémte 3,76. 

Versuch Nr. 3a. 19. VY. 1931. Anordnung wie Versuch Nr. 1. Leber 
89,35 g, Puffer (der gleiche wie vorher) + H,O 268,97 g (anniahernd 
170 com Wasser und 100 ccm Puffer), Toluol 7,10 g, Umrechnungskoeffizient 
auf 100g Leber 4,02. 

Versuch Nr. 4. 2. VI. 1931. Das Gemisch a bestand aus 91,5 g Leber 
und 274,5g Puffer (70ccm Puffer, 18g Toluol, der Rest Wasser). Um- 
rechnungskoeffizient 4,2. Gemisch 6 war von a insofern verschieden, als 
Natriumacetat zugesetzt war, bis zum px der Tabelle. 

Die Gemische wurden zunachst durch einschichtige Marle koliert und 
dann im Thermostat abgestellt bei 37,5 + 0,5° (vgl. Tab. 1). 


B. Versuche mit LeberpreBsaft-Pufferlosung. 


Versuch Nr. 2. 4.V. 1931. LeberpreBsaft 150 ccm und Puffer (wie 
in Versuch Nr. 1) 200 ccm. px im PreBsaft 6,60, im Puffer 3,70, im Gemisch 
beider 4,97. Mit dem Gemisch zu je 60 ccm werden Drechselgliser beschickt. 
Thermostatwarme 37,0 -+- 0,5°. Sonst ist der Versuch wie Nr. 1 angeordnet. 
Die Ergebnisse sind auf 100 ccm Gemisch mit Diskontierung der verdampften 
Flissigkeit umgerechnet. Die Umrechnung auf 100 ccm PreBsaft verlangt 
Multiplikation der Tabellenziffern mit 2,335 fiir die Anfangswerte und mit 
2,522 fiir die iibrigen. 

Versuch Nr. 3b. 9. V. 1931. PreBsaft derselben Leber wie in Ver- 
such 3a. Davon 45 ccm, Puffer 55 com, Umrechnungskoeffizient auf 100 ccm 
Saft 2,22. 

Versuch Nr.3c. Dasselbe Gemisch von PreBsaft und Puffer in 
5facher Verdiinnung. Dazu wurde 30ccm Gemisch mit 5ccm Puffer ver- 
setzt und die ganze Masse durch Wasserzusatz auf 150 ccm gebracht (vgl. 
Tab. 2). 
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C. Versuche mit Arginaselosungen.*) 


Wir verwendeten Arginase aus Hundeleber, nach Edlbacher‘) ge. 
wonnen. In manchen Versuchen (7 und 8) kam ein Gemisch aus einem Aceton. 
praparat und dem Glycerinextrakt der Leber (nach Hunter und Dauphinee) 
zur Verwendung. Das Gemisch enthielt in 100 ccm 0,25 g des Acetonpripa- 
rates und 5,0 ccm des Glycerinextraktes. Die Einheit aktiver Arginase wurde, 
wie bereits angegeben, bestimmt. Die Gase, aus Gasometern oder Bomben, 
wurden bloB mit Wasser gewaschen. Die Versuche wurden im Wasserbad- 
thermostat bei 38,0 +. 0,1° ausgefiihrt. Die Arginaselésung bereiteten wir 
in der Weise, daB dem Acetonpriparat der Arginase unter Toluolschichtung 
soviel Wasser zugesetzt wurde, daB eine 1°/,-Lésung resultierte. Nach Ab. 
stehen bei Zimmertemperatur im Laufe von 12 Stunden filtrierten wir dic 
Lésung und verwendeten sie in verschiedener Verdiinnung (vgl. Tabelle). Nach 
AbschluB der Versuche Nr. 5 und 6 verdiinnten wir die Lésung bis auf 0,2°/, 
Arginasegehalt, um dann fiir die Bestimmung des Gehaltes an aktiver Argi- 
nase je 1,0ccm dieser Lésung zu nehmen. In den Versuchen Nr. 7 und 8 
verwendeten wir fiir denselben Zweck 1 ccm der unverdiinnten Lésung des 


Gemisches. 
Cystein bereiteten wir aus einem uns von Herrn Dr. Nejolow in freund- 


licher Weise tiberlassenen Cystinpraiparat vermittels Reduktion desselben 
durch Zinn in salzsaurer Loésung und nachfolgender Behandlung nach 


Baumann.') 
In den Arginaseversuchen bezweckten wir zunichst Auskunft 


zu gewinnen: 1. Ob die Arginase an Aktivitaét einbiiBt, wenn die 
Loésung bei 88° abgestellt ist. 2. In welcher Weise die Aktivitat der 
Arginase durch O, und CO, beeinfluBt wird. 3. Wie O, baw. CO, ein- 
wirken nach vorausgegangener Durchstromung mit CO, bzw. Q,. 
4, Welcher Einflu8 durch Zusatz von Cystein bzw. Cystin bedingt 
wird. Die entsprechende Versuchsanordnung geht aus Tab.3 hervor. 


D. Versuchsergebnisse. 

Wie bereits gesagt, haben wir den EinfluB von Gasen auf die 
Leberautolyse und insbesondere auf die Harnstoffbildung bei der 
Autoylse in der Weise untersucht, dafB Lebergewebe, sowie Preb- 
saft der Leber im Gemisch mit einer Pufferlésung als Versuchs- 
objekte dienten. Da unter gewohnlichen Bedingungen das Arginin- 
Arginasesystem in der Autolyse die einzige Quelle fiir Harnstoff- 
bildung ist, so muBten wir im Autolysat auch die Verainderungen 
im Gehalt an aktiver Arginase bestimmen. Diese Verainderungen 
sind in den von uns angenommenen Arginaseeinheiten ausgedriickt 
(vgl. Versuchsanordnung). Die Versuchsergebnisse (Tab. 1 u. 2) 
zeigen, daB bei Leberautolyse die Bildung von R-N durch Sauer- 
stoff etwas gehemmt wird (in Vers. 1 um 10°/), in Vers. 8a um etwa 


*) Vgl. unsere vorlaufige Mitteilung. Diese Z. 200, 259 (1931). 
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43°/,). Sofern es zuliissig ist, aus einem einzigen Versuch zu folgern, 


ge- wird auch die Bildung von Aminosiiuren durch Sauerstoff ge- 
se hemmt (um etwa 15°/,) und desgleichen diejenige von Harnstoff 
‘pa. (um 20°/,, 52°/,, 32°/,). Erhebliche Abnahme zeigt der Gehalt an 
rde, [— aktiver Arginase. Leider fehlen uns die Kontrollzahlen fiir Vers. 4b, 
Den, nach 42 Stunden Thermostataufenthalt, jedoch an Vers. 3a und 
ad- @ 4asehen wir, daB die Kontrollen keine wesentlichen Veriinderungen 
z : im Arginasegehalt zeigen. 

AbD. Kohlensaure beeinfluBt kaum die Bildung von RN und Harn- 
die (— stoff, dagegen wohl den Gehalt an aktiver Arginase. So sehen wir 
ach in Vers. 8a und 4a die Zahl der Einheiten merklich ansteigen und in 
sy Vers. 4b ist zwar die Zunahme nicht groB, sie fehlt aber auch hier 
1 8 : nicht. 

des Der Ammoniakgehalt bei Autolyse unter unseren Versuchs- 

bedingungen wird kaum wesentlich beeinfluBt (Tab. 1, Vers. 1). 

nd. Was den Prefsaft anlangt (Tab. 2), so wird er durch Sauerstoff 
ne und Kohlensaure in derselben Richtung beeinflubt, wie das Leber- 


gewebe, jedoch der Arginasegehalt wird durch Kohlensiure kaum 
ft (E  verandert. 

Bei starker Verdiinnung kommt es offenbar im PreBsaft unter 
ep [ dauerstoffwirkung gleichfalls zur Hemmung der Harnstoffbildung. 
Trotzdem uns Kontrollzahlen fiir itber 471/, Stunden Thermostat- 
), aufenthalt fehlen, ist dieser SchluB zuliassig, sofern Durchstrémung 
mit Sauerstoff nach 471/, Stunden zu Harnstoffgehalt 3,35 mg-°/, 


rr. gefithrt hatte, wahrend die Ausgangszahl fiir die Kontrolle 
2,98-mg®/, betragen hatte. Fraglos wire der Harnstoff in der 
Kontrolle fiir 471/, Stunden angestiegen und daher halten wir uns 

a fiir berechtigt, eine hemmende Wirkung des O, anzunehmen. 

or Etwas abseits steht das Ergebnis der Kohlenséiurewirkung auf 

2. Arginase, indem diese stark abgenommen hatte, im Gegensatz zu 

.. den anderen Versuchen. Wir sind nicht in der Lage diese Tatsache 


erklaren zu kénnen, machen aber darauf aufmerksam, da8 Hin- 
p. wirkung der Kohlenséure auf Arginaselésung manchmal auch zur 
Abnahme des Arginasegehalts fiihrt (Tab. 3). Es scheimt somit, dab 


n 
" CO, auf Leberautolysate anders einwirkt, als auf stark verdiinnten 
+ (&  LeberpreBsaft und auf Arginaselésung. Um diese Tatsache erkliren 
) zu wollen, wire zu beachten, daB die mit CO, durchstrémte Leber- 


masse duBerlich verschieden ist von der mit O, durchstrémten. Im 
ersten Fall ist die Einschmelzung des Gewebes starker, als im 
zweiten. Diese Tatsache ist nicht nur uns, sondern auch anderen 
Autoren, wie z. B. Laqueur aufgefallen und sie ist auch fur Per- 
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fusionsversuche zu beriicksichtigen. Bei fehlender oder mangel- 
hafter Arterialisation kénnen autolytische Organveranderungen 
einsetzen, welche durch Sauerstoff verhindert werden. Man kann 
annehmen, daB die Einschmelzung dazu fiihrt, daB Arginase aus 
den Gewebszellen in Freiheit gesetzt wird und im Gehalt ansteigt. 

Daf in diesem Versuch, trotz starken Absinkens der Arginase 
unter CO,-Wirkung, die Harnstoffbildung, wie es scheint, normal 
ablief, braucht uns nicht zu wundern. Der Zeitraum von 471/, Stun- 
den ist fiir den Aufenthalt im Thermostat recht groB. Nun be- 
einfluBt aber der Fermentgehalt bloB die Geschwindigkeit der 
Reaktion, waihrend das Ergebnis derselben davon unabhingig ist. 
Daher kénnen Schwankungen im F'ermentgehalt nur fiir kurze Zeit- 
riume zum Ausdruck kommen, sofern nicht andere Faktoren hier 
mitspielen. 

Die Versuchsergebnisse iiber Beeinflussung der Arginaselésung 
durch Gase und Cystein mit Cystin sind in Tab. 8 zusammengestellt. 
Man sieht, daB die Arginase in Lésung beim Stehen bei 88° im Laufe 
bis zu 31/, Stunden an Aktivitét entweder gar nicht oder relativ 
wenig einbiiBt. Sauerstoffwirkung fiihrte in allen Versuchen, aus- 
genommen Vers. 8, zu erheblicher Abnahme an aktiven Arginase- 
einheiten. Kohlenséure, im Gegensatz zu den Ergebnissen im 
Versuch mit Autolysaten und insbesondere zu denjenigen mit 
Lebergewebe, bewirkt gleichfalls Abnahme an EHinheiten aktiver 
Arginase, jedoch in geringerem Grade als Sauerstoff. Zu beachten 
ist hier der Versuch 3c (Tab. 2), wo bei starker Verdiinnung des 
PreBsaftes, durch CO, Abnahme der Einheiten aktiver Arginase 
bewirkt war. 

Mit O, vordurchstrémte Losungen werden durch CO, und H, 
und umgekehrt mit CO, vordurchstrémte werden durch Q, so 
beeinfluBt, daB sie im Gehalt an aktiver Arginase verlieren. Cystein- 
zusatz, 2 mg pro 1 cem Lésung, gibt Ansteigen des Gehaltes an 
aktiver Arginase, sowohl in der Kontrolle, wie auch in denjenigen 
Proben, welche im Sauerstoffversuch erheblich an Arginase ein- 
gebiiBt hatten. Die Zunahme iibertraf manchmal an Gr6dBe den 
Arginasegehalt der Kontrolle vor dem Versuch. Cystin blieb 
wirkungslos gegen aktive Arginase. Auch Cysteinzusatz mit nach- 
folgender Sauerstoffdurchstrémung bleibt wirkungslos. Offenbar 
wird hier Cystein in Cystin umgewandelt. 

Die Versuche mit Arginaselésung haben uns zur Feststellung 
der Tatsache gefiihrt, daB durch Cystein Arginase aktiviert werden 
kann. Diese Frage bleibt auf unserer T'agesordnung, sowohl um 











Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper. 179 


Aktivierung und Hemmung der Arginasewirkung wie auch den 
Charakter dieser Erscheinung zu kliren. Im Zusammenhang 
damit kénnte sich vielleicht erforderlich erweisen, den Arginase- 
gehalt verschiedener Organe bei verschiedenen Tieren nach- 
zuprifen. Diese Arbeit ist bereits im Gange. 


Zusammenfassung. 

1. Die Untersuchung war auf Beeinflussung der Harnstoff- 
bildung bei Autolyse der Leber durch Gase (insbesondere O, und 
CO,) gerichtet, sowie auf Beeinflussung der Arginase selbst durch 
dieselben Gase durch Cystin und Cystein. 

2. Bei Autolyse des Lebergewebes, wie auch bei Autolyse des 
PreBsaftes der Leber, beide im Gemisch mit Pufferlésung (Acetat- 
puffer px 3,7), wird durch Sauerstoff die Harnstoffbildung ge- 
hemmt und der Gehalt an aktiver Arginase herabgesetzt (ge- 
messen in unseren Einheiten). 

3. Durch Kohlenséure wird die Harnstoffbildung kaum be- 
einfluBt. Dagegen bedingt Kohlenséiure Ansteigen der aktiven 
Arginase im Versuch mit Lebergewebe und bleibt wirkungslos im 
Versuch mit PreBsaft, sofern dieser nicht stark verdiinnt war. Im 
letzten Falle nimmt der Arginasegehalt erheblich ab (ein einziger 
Versuch). 

4, Beim Stehen bei 38° im Laufe von 31/, Stunden verliert 
eine Arginaselésung fast nichts an aktiver Arginase oder nur 
relativ ganz wenig. 

5. Durchstromung eimer Arginaselésung mit Sauerstoff be- 
dingt Abnahme an aktiven Arginaseeinheiten. Kohlensiure- 
durehstr6mung beeinfluBt die Loésung bedeutend schwacher im 
Sinne der Abnahme. | 

6. Mit Sauerstoff vordurchstrémte Lésungen werden durch 
Kohlenséure oder Wasserstoff und mit Kohlensiure vordurch- 
stroémte durch Sauerstoff in der Weise beeinfluBt, daB der Gehalt 
an aktiver Arginase abnimmt. 

7. Cysteinzusatz bedingt Ansteigen des Arginasegehaltes in 
der Kontrolle und in solchen Lésungen, in welchen durch Gas- 
wirkung der Arginasegehalt erheblich herabgedriickt war. Sofern 
Cysteinzusatz von Sauerstoffdurchstr6mung gefolgt war, blieb 
eine Wirkung aus. Auch Cystinzusatz hatte keine Wirkung. 

8. Aus den besprochenen Versuchen ergibt sich die Tat- 
sache, da Cystein aktivierend und Sauerstoff hemmend auf 
Arginase einwirkt. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCV. 13 
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Versuche mit Leberbrei-Pufferlésung. 
in mg. Arginase in Einheiten pro 1 com Gemisch. 


8. Salaskin und L. Solowjew, 


Tabelle 1. 


Umrechnung auf 100g Gemisch 


















































an = 5 
a g St a a) Ey 
S a oa + om 4 
: B 35 RN/ZP] U jesse] & 
' &a‘s 2 
A> @ Dp PH lin mg og fin mg 88 hr 
$ ._™ a35| F 
5 3 8 S| a l 
~ < < & Z 
——_——_—,___—_—— —_——— — — ee 
] Kontrolle 0 4,59 | 59,6] 26,2 | 23,0 — 1{(65,1) 
ss 44 4,55 | 640,0 | 310,0 | 69,15 | — 6,45 
O,-durchstrémt | 44 4,52 | 576,0 | 265,0 | 54,0 —- 6,08 
N,- - 44 4,57 | 666,0 | 303,0 | 75,35 | — 6,95 
CO,- sy 44 4,61 | 653,0 | 278,0 | 72,0 ~-- 6,86 
3a Kontrolle 0 — — — 1|10,8 26,2 — 
- 7,5 -- 230,0| — {56,2 | 25,0 ~ 
O,-durchstrémt | 47,5 5,07 | 122 — | 29,5 8,7 ~ 
CO,- =» 47,5 5,14 | 219 — |655,5 | 43,8 —- 
4a Kontrolle 0 ca. 5,2 — — |15,0 | 47,5 — 
ie 42 _- a — | 29,8 | 41,2 — 
O,-durchstrémt | 42 — — — | 25,1 18,7 — 
CO,- - 42 —- ~— — | 33,5 | 66,2 ~~ 
4b Kontrolle 0 |{ca. 6,5 -- a —— 47,5 ~- 
" af — |—|—;-—/]—]- 
O,-durchstrémt | 42 — — — — 16,2 — 
CO,- 55 42 —- : — — | 52,5 ~- 
Tabelle 2. 
Versuche mit LeberpreBsaft-Pufferlésung. Umrechnung 
auf 100 ccm Gemisch. 
gal Autolyse- + Arginase- 
3 3 a v R-N U einheiten 
 & roa PH in m in 1 ccm 
4S in Stdn. & | in mg | Gemisch 
2 Kontrolle 0 4,97 — 71,5 — 
m 44 — 528 112,4 43,5 
O,-durchstrémt 44 — 444 99,8 15,0 
COy- 55 44 —- 515 109,8 —- 
2° ” 44 — 538 109,2 42,4 
3b Kontrolle 0 ~ — 14,9 46,2 
= 47,5 ~- -- — 
O,-durchstrémt 47,5 4,53 135 30,3 8,1 
COg- 5 47,5 4,83 172 40,1 42,5 
3c Kontrolle 0 — — 2,98 9,2 
O,-durchstrémt 47,5 4,85 ~-- 3,35 0,7 
oh « 47,5 4,85 sii 10,58 1,3 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper. 


Tabelle 8. 
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Anmerkung 








ch Versuch mit Arginaselésung. 
— rr, und Versuchs-j Arginase- - 
Datum dauer | einheiten 
der in in 1 ccm 
ersuche Stunden | Gemisch 
ja Kontrolle 0 4.6 
VI. 31 - 1® 45’ 4,36 
= O,-durchstrémt 1 45 3,20 
) 5b Kontrolle 0 2,30 
5 - 1® 45’ —- 
g O,-durchstrémt 1 45 1,38 
D ba Kontrolle 0 11,7 
5 ». VI. 31 m 1°45’ | 11,9 
” 3 30 11,5 
6b Kontrolle 0 4,68 
9 1* 45’ 4,30 
CO,-vordurchstrémt}| 1 45 4,06 
O, - 1 45 3,00 
Kontrolle 3° 30° 4,26 
Durchstrémung: 
CO, darauf O, 3 30 2,76 
O,. , CO, | 3 30 3,12 
Oo, , 4H, 3 30 2,62 
Be Kontrolle 0 2,34 
” 1* 45’ 2,13 
CO,-vordurchstrémt} 1 45 1,31 
CO, darauf O,- 
durchstrémt | 3 45 0,88 
-_ 7*) Kontrolle 0 9,25 
7 B. VI. 31 - 1» 45’ 9,20 
n 
: CO,-vordurchstrémt} 1 45 7,63 
~ Se . 1 45 6,25 
Kontrolle 3* 30’ 7,80 
Durchstrémung: 
CO, darauf O, 3 30 3,81 
O, , CO, 3 30 3,82 
O, darauf Cystein 
und darauf CO, | 3 30 9,9 
CO, darauf Cystein 
und darauf O, | 3 30 3,80 














0,4°/, Arginase (Acetonpraparat) 


0,2°/, Arginase (dasselbe Praparat) 


1°/, Arginase (dasselbe Praparat) 


0,4°/, Arginase (dasselbe Praparat) 


Der Anfang O,-Durchstrémung 
Der Anfang CO,-Durchstrémung 


Vor O,-Durchstrémung 4,06 
Vor CO,- und H,-Durchstré- 
mung 3,00 


0,2°/, Arginase (Acetonpraparat) 
Der Anfang O,-Durchstrémung 


Vor O,-Durchstrémung 1,31 


100 ccm enthalten 0,25 g Arginase 
(Acetonpraparat + 5 ccm Gly- 
cerinextrakt der Leber. 

PH = 6,40) 

Der Anfang O,-Durchstrémung. 
Cysteinzusatz 

Der Anfang CO,-Durchstrémung. 

Cysteinzusatz 


Vor O,-Durchstrémung 7,63 
Vor CO,-Durchstrémung 6,25 


Nach O,-Durchstrémung 6,25, nach 
O,- u. CO,-Durchstrémung 3,82 
Nach CO,- Durchstrémung 7,63, 
nach CQ,- und O,-Durchstré- 





mung 3,81 


*) Dieser Versuch wurde in unserer vorlaufigen Mitteilung zitiert. 


13* 








MOC ANATP whe 


tet 





Anmerkung. 
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Edlbacher u. Simons, Diese Z. 167, 76 (1927). 

Grassmann, Dyckerhoff u. v. Schénebeck, Diese Z. 186, 183 (1929). 
Hunter u. Dauphinee, J. of biol. Chem. 83, 627 (1930). 
Laqueur, Diese Z. 79, 83 (1912), 

Mc Cance, Biochemic. J. 19, 134 (1925). 
Morse, Bioch. Bull. 5, 143 (1916). Zitiert nach Mc Cance. 
Salaskin u. Solowjew, Diese Z, 192, 39 (1930). 

Shima, J. of Biochem. (Japan) 2, 1 (1922). 





182 8S. Salaskin u.L. Solowjew, Uber die Harnstoffbildung im Tierkérper, 
Tabelle 3 (Fortsetzung). 
Nr. und Versuchs-| Arginase- 
Datum dauer einheiten Anmerkung 
der in in lecm 
Versuche Stunden | Gemisch 
8 Kontrolle 0 9,0 Arginase, wie in Versuch 7 
27. VI. 31 - 25 7,57 
O, durchstrémt 2 7,49 
CO, 2 5,50 
Kontrolle 3° 15’ 7,25 
Kontrolle + Cystin |] 3 15 7,35 | Zugesetzt 2 Stunden nach Begi 
Kontrolle + Cystein}f 3 15 10,60 des Versuchs 
Durchstrémung: 
O, darauf Cystin 3 15’ 6,62 | Fir 2 Stunden mit O, vordur 
O, , Cystein|] 3 15 9,89 strémt, darauf 5 Minuten Li 
O, darauf Cystin durchstr6émung (Gummiball 
und darauf CO, |] 3 15 4,0 Darauf Zusatz Cystein 1 
O, darauf Cystein Cystin. Davon 2 Portionen (\(j 
und darauf CO, | 3 15 10,2 durchstrémt. Vor CO,-Dur 
strémung 7,49 
Literatur. 


Nach der Absendung unseres Manuskriptes 


haben wir gefunden, daB sich Cystein zu Arginasepraparaten ver- 
schiedener Herkunft verschiedenartig verhialt. 
uns jetzt damit, diese Tatsache aufzuklaren. 


Wir beschaftigen 
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Bildung von Acetaldehyd bei der pankreatischen Verdauung 
und bei der Bestrahlung von Eiweibkérpern. 


Von 


Alfred Hoffmeister. 


(Aus dem Institut fiir Pharmakologie und experimentelle Therapie der Universitat Breslau.) 


Der Redaktion zugegangen am 31. Dezember 1931.) 


In einer eingehenden Untersuchung konnte vor kurzem 
tiesser!) nachweisen, daB bei der Spaltung der verschiedensten 
EiweiBkérper mit 2°/,iger Natronlauge in der Hitze Acetaldehyd 
in Mengen bis zu 3°/, gebildet wird. Einige Versuche zeigten, dab 
schon mit 0,5°/,iger Natriumbicarbonatlésung und bei nur 40° 
innerhalb von 48 Stunden Acetaldehyd in kleinen Mengen ab- 
gespalten wird. Diese Beobachtung ]48t vermuten, da auch 
unter biologischen Spaltungsbedingungen aus HKiweiB Acetaldehyd 
sebildet werden kénnte. Es sollte daher gepriift werden, ob durch 
fermentative Begiinstigung der spaltenden Wirkung verdiinnten 
Alkalis eine Verstérkung der Acetaldehydbildung zu erzielen sei. 
Als Ferment kam Pankreastrypsin vor allem in Frage. Riesser 
hat schon gezeigt, daB nach abgelaufener vollkommener Pankreas- 
verdauung von EiweiB die entstandene Mischung der Amino- 
siuren beim Erhitzen mit NaOH keinen Acetaldehyd mehr bildet. 
Im Hinblick auf die Frage, ob sich Anhaltspunkte dafiir bieten, 
daB die von Neuberg?) zuerst gefundene Bildung von Acet- 
aldehyd bei Einwirkung des Sonnenlichtes auf Eiwei8kérper einem 
iinlichen Reaktionsmechanismus entspricht, wurde ferner versucht, 
den durch Bestrahlung mit der Quecksilberquarzlampe aus EiweiB 
gebildeten Acetaldehyd zu isolieren und quantitativ zu bestimmen. 


I. Bildung von Acetaldehyd bei der tryptischen Verdauung von Eiwei&. 


Methodik. Als Versuchsmaterial diente uns Fibrin, meist 
frisches Material, das durch 48stiindiges Waschen in flieBendem 


1) Riesser, Diese Z. 196, 201 (1931). 
2) Neuberg, Biochem. Z. 18, 305 (1918). 
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Wasser vom Blutfarbstoff nahezu vollkommen befreit war. In 
einigen Versuchen wandten wir auch Trockenfibrin an, gewonnen 
durch je 24stiindige Extraktion frischen Fibrins zuerst mit Alkohol, 
dann mit Ather. Einige Versuche wurden noch mit Ovalbumin und 
mit Casein angestellt. Als verdauendes Fermentpriparat be- 
nutzten wir das Pankreon, teilweise auch, mit dem gleichen Erfolg, 
Witteferment. Beide Priparate liefern, wie schon Riesser fest- 
stellte, beim Erwérmen mit Alkali selbst keinen Acetaldehyd. 

Die Eiwei8kérper wurden in einer 0,5°/,igen Bicarbonat- 
lésung aufgeschwemmt oder gelést und mit 0,5—1°/, Ferment- 
pulver angesetzt. Sodann wurden sie 48 Stunden lang im Brut- 
schrank bei 88—89°C gehalten. Als faiulniswidrige Zusitze dienten 
0,1°/, Rivanol oder 1°/, Natriumfluorid. Bei einem Teil der Ver- 
suche wurde das von Neuberg und Reinfurth") angegebene 
»Abfangverfahren* mit gutem Erfolg angewandt. Es vermehrte 
die Ausbeute an Acetaldehyd betrachtlich. Dies Verfahren griindet 
sich auf dem Gedanken, den Acetaldehyd im Augenblick des Ent- 
stehens so zu binden, daB er weiteren chemischen oder biologischen 
Umwandlungen entzogen wird. Neuberg und Reinfurth be- 
nutzten zu diesem Zweck einen Zusatz von Na-Sulfit oder von 
Ca-Sulfit. Auch wir haben beide Substanzen mit Erfolg angewandt. 
Als Kontrollversuche setzten wir Mischungen genau der gleichen 
Zusammensetzung, nur ohne pankreatisches Ferment an und 
hielten sie ebensolange im Brutschrank. 

Nach Abschlu8 der Verdauung, also nach 48, in einigen Fallen 
nach 24 Stunden, wurden beide Teile in der folgenden Weise ver- 
arbeitet: 1. Die Ansitze wurden in einen Kochkolben von 1?/, Liter 
Inhalt gebracht und mit frisch gefalltem Ca-Carbonat im Uberschuf 
versetzt zur Freimachung des an das Sulfit gebundenen Aldehyds. 
Dieser wurde sodann mit Wasserdampf und unter Anwendung 
eines langen und sehr wirksamen Schlangenkihlers in eine mit 
wenig Ammoniak beschickte eisgekiihlte Vorlage destilliert. Das 
ammoniakalische Destillat wurde darauf mit Schwefelsiéure schwach 
angesiuert und erneut der Wasserdampfdestillation unterworfen. 
Das nunmehr vom Ammoniak freie Destillat wurde in wenig Wasser 
unter Kiskihlung aufgefangen, mit einer geniigenden Menge 
n/50-Thiosulfatlésung versetzt und, nach 40 Minuten Stehens 
unter Eiskiihlung, nach dem Ripperschen Verfahren titrimetrisch 
bestimmt. 2. Spiter haben wir dann die von Simon und Blaszo’) 


1) Neuberg u. Reinfurth, Biochem. Z. 89, 389 (1918). 
2) Simon u. Blaszo, Biochem. Z. 215, 92 (1929). 





ai -_~ _ . ae ., ~~ Per ~—-_ & 


. Aha 


rn 


SS SS bm OL Rm ee Oo. oO 


















































Bildung von Acetaldehyd bei der pankreatischen Verdauung usw. 185 


In angegebene Apparatur benutzt, die eine wesentliche Vereinfachung 
en bedeutet, da sie die beiden Destillationen in eine zusammen- 
ol, zufassen gestattet. Der Aldehyd wird dann direkt in Wasser auf- 
nd gefangen. Zur Bindung etwa vorhandener Sulfide wurde dem 
‘al C'a-Carbonat noch eine Messerspitze Bleicarbonat zugegeben. 
Is, Die Bestimmung des Aldehyds nach den urspriinglichen Ripperschen 
st Verfahren hat sich sehr gut bewahrt. Die Bestimmungsmethode nach Stepp 
und Fricke’) mittels Silbernitrat haben wir nach den von Riesser (a. a. O.) 
ut - gemachten ungiinstigen Erfahrungen nicht benutzt. Wir iiberzeugten uns, 


daB es nétig ist, die in unseren Fallen meist sehr verdiinnte Aldehydlésung 
(etwa 300 ccm Destillat mit wenigen Milligramm Aldehyd) 30—40 Minuten 


u- lang mit der n/50-Thiosulfatlésung stehen zu lassen, wenn Man einer voll- 
en standigen Bindung des Acetaldehyds sicher sein will. 
2 Wir haben auch gepriift, ob etwa wahrend des Stehens im Brutschrank 
ne Verluste an Acetaldehyd eintreten kénnten. Die Verdauungskolben waren 
te selbstverstandlich stets fest verschlossen. Als Beispiel eines Kontrollversuchs 
| diene der folgende: 20 ccm waBriger Acetaldehydlésung mit einem nach 
et Ripper bestimmten Gehalt von 11,4 mg Aldehyd wurden mit Ca-Sulfit und 
t- Rivanol in der iiblichen Menge versetzt, 48 Stunden im Brutschrank bei 39° 
on gehalten und sodann in der geschilderten Weise mit Ca-Carbonat und Blei- 
e- carbonat im Dampfstrom destilliert. Es wurden wiedergefunden im Destillat 
. 11,3 mg Acetaldehyd. Ein ahnlicher Versuch, aber ohne Zusatz von Sulfit, 
ergab eine Wiedergewinnung von 10,9 mg Acetaldehyd; das Fehlen des Ab- 
t. fangmittels hatte sich also etwas geltend gemacht. Mehrere andere Kontroll- 
on versuche verliefen in der gleichen Weise und bestatigten, daB Verluste an 
1d einmal gebildetem Aldehyd nicht zu befiirchten sind. In einer gréBeren Zahl 
von besonders angesetzten Versuchen wurde das Destillat der Verdauungs- 
gemische qualitativ mit Hilfe der empfindlichen Reaktion von Rimini auf 
“a Acetaldehyd untersucht. Wir erhielten in allen Fallen eine tiefblaue Reaktion. 
T- Selbstverstandlich war auch die Jodoformreaktion stets positiv. 
er Um den Acetaldehyd als solchen mit voller Sicherheit zu identifizieren, 
B wurde das Destillat eines Verdauungsversuchs mit 500 g frischem Fibrin auf 
. das charakteristische Aldomedon verarbeitet. Nach Konzentration des ersten 
7 Destillats in einer erneuten Wasserdampfdestillation wurde die aldehyd- 
8 haltige Lésung mit alkoholischer Dimedonlésung versetzt. Beim Stehen in 
it der Kalte krystallisierte das typische Aldomedon, das nach Imaligem Um- 
is krystallisieren die Form der charakteristischen glinzenden Krystalle an- 
h nahm. Der Schmelzpunkt der Krystalle lag in genauer Ubereinstimmung 


mit den Angaben der Literatur bei 138—140°. SchlieBlich wurde das Aldomedon 
noch durch Behandeln mit Eisessig in der vorgeschriebenen Weise in sein 
T Anhydrid umgewandelt, dessen Schmelzpunkt vorschriftsmaBig bei 178° lag. 

Verdauungsversuche mit Fibrin. Die Tab. 1 gibt eine 
Anzahl von Versuchen wieder, welche die Aldehydbildung bei 
) 48stiindiger Verdauung von frischem Fibrin ohne Zusatz eines 


1) Rona, Praktikum d. physiolog. Chemie II, 214 (1929); Diese Z. 116, 
293 (1921). 
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Tabelle 1. 
ares: ae ey Umgerechnet 
venetian Ansatz und Dauer der Verdauung Acet- auf 100 g 
Nr. aldebyd | Trockensubstanz 





83 25 g frisches Fibrin in Ringerlésung, 
0,5°/, Pankreon, 1°/, NaF, 48 Stdn.| 4,35 mg 87,0 mg 
90 25 g frisches Fibrin in Ringerlésung, 
0,5°/, Witteferment, 1°/, NaF, 


Ns cde ila ace ee 4,36 mg 87,2 mg 

82 Kontrolle dazu ohne Pankreon . . | 2,60 mg 52,0 mg 
101 25 g frisches Fibrin, 0,5°/, NaHCO,, 

0,5°/, Pankreon, 1°/, NaF, 48 Stdn. | 4,40 mg 88,0 mg 

102 Kontrolle dazu ohne Pankreon . .| 1,20 mg 24,0 mg 


95 25 g frisches Fibrin, 0,5°/, NaHCO,, 
0,5°/,Pankreon, 1°/, NaF, 48 Stdn.| 5,46 mg 109,2 mg 
96 Kontrolle dazu ohne Pankreon . . | 0,00 mg — 

100 25 g frisches Fibrin, 0,5°/, NaHCO,, 
0,5°/, Pankreon, 1°/, NaF, 48 Stdn. | 3,70 mg 74,0 mg 
99 Kontrolle dazu ohne Pankreon . .| 1,49 mg 29,8 mg 
103 25 g frisches Fibrin, 0,5°/, NaHCO,, 
0,5 °/, Witteferment, 1°/, Naf, 











i ee ae 4,40 mg 88,0 mg 
89 aie. 2 eae ; 3 « » . | OBE me 86,2 mg 
88 Kontrolle dazu ohne \Witielerment | 0,35 mg 7,0 mg 


Abfangmittels betreffen. Wie man sieht, ist die Ausbeute an Acet- 
aldehyd in all diesen Versuchen eine ziemlich gleichmafige und 
liegt bei 4,4 mg fiir 25 g frisches Fibrin. Da 25 g dieses Fibrins 
etwa 5 g Trockensubstanz enthalten, so ist die Ausbeute auf 100 ¢g 
Trockenfibrin berechnet 88 mg Aldehyd. Die Werte der Kontroll- 
bestimmungen schwanken stiarker; ihr Mittelwert ist 1,13 mg in 
25g frischem Fibrin, was 22,6 mg auf 100g Trockensubstanz 
bedeutet. Die Einwirkung des Ferments hat also die Ausbeute 
vervierfacht. Eine zweite Gruppe von Versuchen wird in der 
Tab. 2 wiedergegeben. Auch hier ist, wie in den Versuchen der 
ersten Tabelle, noch kein Abfangmittel zugesetzt worden. Die 
Ausbeuten schwanken erheblich, ohne da8 wir den Grund dafiir 
angeben kénnen. Die Vermehrung der Aldehydausbeute durch 
Zusatz des Pankreasferments ist aber auch in diesen Versuchen 
sehr deutlich, wenn auch verschiedenen Grades. Versuch 201 und 
214 zeigen auBerdem, daB bei sonst gleichen Bedingungen in 
der doppelten Zeit annihernd die doppelte Ausbeute erreicht 
wurde. Ahnliche Ergebnisse werden wir auch spiter noch an- 
fiihren. Die dritte Gruppe von Versuchen, welche die Tab. 3 
wiedergibt, wurde so angesetzt, dafi statt des Bicarbonats eine 
0,6°/,ige Na-Bisulfitlsung angewandt wurde, die gleichzeitig als 
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Tabelle 2. 
















































- y h oo Umgerechnet 
— Ansatz und Dauer der Verdauung pe auf 100 g 
. Nr. aldehyd | Trockensubstanz 
158 20 g frisches Fibrin, 0,5°/, NaHCO,, 
1°/, NaF, 1°/, Pankreon, 48 Stdn. | 6,6 mg 165,0 mg 
157 Kontrolle dazu ohne Pankreon . . | 0,0 mg ~ 
161 20 g frisches Fibrin, 0,5°/, NaHCO,, 
1°/, Pankreon, 0,1°/, Rivanol, 
. a ae sy eke 8,5 mg 212,5 mg 
160 Kontrolle dazu ohne Pankreon . . | 0,0 mg — 
214 50 g frisches Fibrin, 0,5°/, NaHCu,, 
1°/, NaF, 0,5°/, Pankreon, 24 Stdn. | 2,51 mg ,1 mg 
213 Kontrolle dazu ohne Pankreon . . | 1,18 mg 11,8 mg 
201 50 g frisches Fibrin, 0,5°/, NaHCO,, 
1°/, NaF, 0,5°/, Pankreon, 48 Stdn. | 5,76 mg 7,6 mg 
200 Kontrolle dazu ohne Pankreon . . | 3,20 mg 32,0 mg 
os 3. 
Umgerechnet 
Versuch | Ansatz und Dauer der Verdauung Acet- auf 100 ¢ 
Nr. aldehyd | Trockensubstanz 
26 50 g frisches Fibrin, 0,6°/, NaHSO,, 
1°/, Pankreon, 0,5°/, Rivanol, 
ok a, ee ee 31,46 mg 314,6 mg 
25 Wie Nr. 26, aber 24 Stdn.. 15,18 mg 151,8 mg 
27 Kontrolle dazu ohne Pankreon 9,02 mg 90,2 mg 
171 40 g getrocknetes Fibrin, 0,5°/, 
NaHSO,, 0,1°/, Rivanol, 400 ccm 
H,0O, 1°/, Pankreon, 48 Stdn. . 64,35 mg 772,8 mg 
172 Kontrolle dazu ohne Pankreon . 1,23 mg 15,4 mg 
278 2 g getrocknetes Fibrin, 0,6°/, 
NaHSO,, 1°/, NaF, ” ‘lo Pan- 
kreon, 48 Stdn. % 3,54 mg 177,0 mg 
283 Wie Nr. 278 . . 3,39 mg 195,0 mg 
282 Kontrolle dazu ohne Pankreon 0,00 mg — 
34 10 g getrocknetes Fibrin, 0,6°/, 
NaHSO,, 0,5 g Rivanol, 0,5°/, Pan- 
kreon, 48 Stdn. 5,60 mg 6,0 mg 
35 Kontrolle dazu ohne Pankreon 2,70 mg 52,0 mg 











Abfangmittel diente. In diesen Versuchen fanden wir denn auch 
sowohl in den Kontrollen als auch in den Ansitzen mit Pankreon 
betrachtlich héhere Ausbeuten an Acetaldehyd als in den ohne 
Abfangmittel angesetzten Versuchen der Tab. 1 und 2. Versuch 26 
und 25 dieser Tabelle zeigen wieder die erheblich stiérkere Aus- 
beute bei 48stiindiger Verdauungszeit gegeniiber der 24stiindigen. 
Die Ausbeuten, auf Trockensubstanz berechnet, sind wiederum 
recht verschieden, wie aus der Tabelle zu ersehen ist. 
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Verdauungsversuche mit Ovalbumin. Wir verwandten 
das getrocknete pulverisierte Ovalbumin von Schering-Kahlbaum, 
das zum Versuch in warmem Wasser geliést wurde. In dieser Reihe 
sind die meisten Versuche mit nur 24stiindiger Verdauung an- 
gesetzt (Tab. 4). Versuch 174, bei dem die Proben 48 Stunden 
lang standen, gibt denn auch eine erheblich héhere Ausbeute. Die 
Versuche 5, 6, 9 und 10 sind ohne Abfangmittel angesetzt, was die 
Ausbeute wieder erheblich verringert hat. Die Kontrollversuche 
geben, soweit sie mit Sulfit angestellt wurden, verhaltnismafig 
hohe Aldehydausbeuten. 




















Tabelle 4. 
— Ansatz und Dauer der Verdauung pons d ny a: 

8 10 g Ovalbumin, 0,5°/, NaHCoO,, 
CaSO,, 1°/, Pankreon, 0,1°/, Riva- 

ee 12,76 mg 127,6 mg 

7 Kontrolle dazu ohne Pankreon . .]| 7,48 mg 74,8 mg 
4 10 g Ovalbumin, 0,6°/, NaHSO,, 
1°/, Pankreon, 0,1°/, Rivanol, 

ee ee 20,0 mg 200,0 mg 

2 Kontrolle dazu ohne Pankreon . .| 8,70 mg 87,0 mg 
174 10 g Ovalbumin, 0,5°/, NaHSO,, 
0,1°/, Rivanol, 1°/, Pankreon, 

a ee 46,64 mg 466,4 mg 

175 Kontrolle dazu ohne Pankreon . .| 8,00 mg 80,0 mg 
176 10 g Ovalbumin, 0,5°/, NaHSO,, 
0,1°/, Rivanol, 1°/, Pankreon, 

ae ee 19,14 mg 191,4 mg 

177 Kontrolle ohne Pankreon. ... . 8,36 mg 83,6 mg 
6 10 g Ovalbumin, 0,5°/, NaHCoO,, 
1°/, Pankreon, 0,1°/, Rivanol, ohne 

Sulfit, 24 Stdn. ........ 4,1 mg 41,0 mg 

5 Kontrolle ohne Pankreon. ... . 0,44 mg 4,4 mg 
10 10 g Ovalbumin, 0,5°/, NaHCQ,, 
1°/, Pankreon, 0,1°/, Rivanol, ohne 

Sulfit, 24 Stdm. ........ 4,40 mg 44,0 mg 

9 Kontrolle ohne Pankreon. ... . 0,00 mg — 





Verdauungsversuche mit Casein. Hiervon legen nur 


zwei vor mit gut iibereinstimmender Ausbeute bei 48stiindiger 
Verdauung (vgl. Tab. 5). 

Wir haben auch einige Versuche mit Pepsin in HCl angestellt, 
die in der Tab. 6 wiedergegeben sind. Als Substrat diente frisches 
Fibrin. Von einer Aldehydbildung war nichts zu bemerken. Das 
steht in Ubereinstimmung mit dem Befund von Riesser, wonach 
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Tabelle 5. 

—— Ansatz und Dauer der Verdauung fact Vangeeseianet 
Nr. aldehyd auf 100g 
12 10 g Casein, 0,5°/, NaHSO,, 0,1 g Ri- 

vanol, 1°/, Pankreon, 48 Stdn. 18,70 mg 187,0 mg 
11 Kontrolle ohne Pankreon. ... . 7,90 mg 79,0 mg 
15 10 g Casein, 0,5°/, NaHSO,, 0,1 g Ri- 
vanol, 1°/, Pankreon, 48 Stdn.. . | 15,60 mg 156,0 mg 
14 Kontrolle dazu ohne Pankreon . .| 6,30 mg 63,0 mg 
Tabelle 6. 

— Ansatz und Dauer der Verdauung pei 
80 50 g frisches Fibrin, 0,25°/, HCl, 1°/, NaF, 48 Stdn. | 0,70 mg 
81 Dasselbe unter Zusatz von Pepsin. ........ 0,40 mg 
86 25 g frisches Fibrin, 0,5°/, HCl, 1°/, NaF, 48 Stdn. | 0,13 mg 
87 Dasselbe unter Zusatz von Pepsin. ........ 0,31 mg 

104 25 g frisches Fibrin, 0,5°/, HCl, 1°/, Nal’, Pepsin, 

ae a ig Be a ie ce all ol 0,18 mg 
159 20 g frisches Fibrin, 0,5°/, HCl, 1°/, Pepsin, 48 Stdn. | 0,75 mg 
162 I TI og gk! el a ee ee ve ae) eee 0,35 mg 











bei der Séurespaltung von Eiweih im Gegensatz zur Laugenspaltung 
kein Acetaldehyd gebildet wird, sowie mit den Beobachtungen des 
gleichen Autors, durch die nachgewiesen wurde, da8 im mit Pepsin 
verdauten Gemisch durch kochende Lauge der gesamte Acet- 
aldehyd des urspriinglichen EiweiBkérpers wieder gebildet wird, 
wihrend nach pankreatischer Verdauung die Fahigkeit zur Acet- 
aldehydbildung vollig verloren gegangen ist. 


II. Die Bildung von Acetaldehyd aus EiweiBkorpern bei der Bestrahlung. 


Schon vor langerer Zeit hat Neuberg?) mitgeteilt, daB unter 
der EKinwirkung von Sonnenlicht und bei Gegenwart von Uranyl- 
salzen innerhalb weniger Stunden aus gewissen EiweiBkérpern — 
untersucht wurden Seidenfibroinpepton und Gelatine — neben 
Formaldehyd Acetaldehyd gebildet wird, und daB er mit Hilfe 
der Reaktion nachweisbar ist. Die EiweiBlésungen befanden sich 
dabei in gewohnlichen GlasgefiBen; eine Kiihlung scheint nicht 
stattgefunden zu haben. 





1) Neuberg, Biochem. Z. 18, 305 (1918). 
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Auf diese Befunde hat kiirzlich Holtz*) hingewiesen, als er 
untersuchte, worauf die von Wels gefundene GeféBwirkung be- 
strahlten Serums zuriickzufiihren ist. Als Bestrahlungsquelle diente 
die Quecksilberquarzlampe bei einer Bestrahlungsdauer von mehr 
als 10 Stunden. Da das Ultrafiltrat des bestrahlten Serums noch 
in gleicher Weise geféiBerweiternd wirkte, und da wberdies im 
Destillat solcher Serumlésungen sowohl Formaldehyd wie Acet- 
aldehyd nachgewiesen werden konnten, prifte er die Kinwirkung 
dieser Aldehyde auf die GefiBweite. Es zeigte sich, daB sie ge- 
fiBerweiternd wirken, und es besteht also die Wahrscheinlichkeit, 
daB die entsprechende Wirkung bestrahlten Serums auf seinen 
Gehalt an Aldehyden zurickgefiihrt werden kann. 

Im Hinblick auf die Leichtigkeit, mit der Acetaldehyd bei 
der alkalischen Spaltung von Ejiweifik6érpern auftritt, unter- 
suchten auch wir die Frage der Aldehydbildung unter Bestrahlung 
schon in iilteren Versuchen aus dem Mai 1930. Hierbei zeigte sich, 
daB in der Tat im Destillat einiger bestrahlter KiweiBk6rper Acet- 
aldehyd leicht nachweisbar war (Pepton, Blutalbumin; nicht 
jedoch oder nur spurenweise bei Ovalbumin). Wir haben dann 
weiterhin den Versuch gemacht, den bei der Bestrahlung eines 
KiweiBkérpers gebildeten Aldehyd in Form seines Aldomedons 
zu isolieren und die Menge gebildeten Aldehyds titrimetrisch zu 
bestimmen. 

Methodik. Die zur Bestrahlung bestimmten Aufschwem- 
mungen oder Lésungen der EiweiBkérper wurden in Mengen von 
5 g auf 150 ccm Wasser, in manchen Versuchen bis zu 20 g auf 
200 ccm, in ein cylindrisches Quarzgefi8 gebracht. Es erwies sich 
als notwendig, dieses GefiéB vor jeder neuen Benutzung griind- 
lichst mit konzentrierter Schwefelsiure und Bichromat zu reinigen. 
Um eine gleichmifige Bestrahlung und konstante Temperatur zu 
gewihrleisten, wurde eine Apparatur hergerichtet, die dem von 
Wels?) geschilderten Prinzip in gewisser Hinsicht ahnelt. Das 
GefiB wurde gut verschlossen, in waagerechter Lagerung in ein 
leichtes Gestell gebracht, das mit Hilfe eines Motors und geeigneter 
Ubersetzung wihrend der ganzen Dauer der Bestrahlung gleich- 
maiBig um seine Lingsachse gedreht wurde. Dabei tauchte das 
GefiB bis zur Halfte seiner Hohe in flieBendes Leitungswasser ein. 
Die Bestrahlung erfolgte aus 830 cm senkrechter Entfernung mit 


1) Holtz, Pfliigers Arch. 226, 559 (1931) 
2) Wels, Pfliigers Arch. 228, 395 (1930). 
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t Hilfe einer Heraeusquarzlampe. Die Temperatur blieb gleich- 
. miBig zwischen 10 und 12°. Die Bestrahlungsdauer betrug in 
) vielen Versuchen 5 Stunden, doch erwies sich eine Dauer von 
mindestens 8 Stunden als sicherer. Den Loésungen wurde als 


! Abfangmittel Ca-Sulfit zugesetzt. 


Die nichtbestrahlten 


Kon- 


! trollen blieben bei der gleichen Temperatur ebensolange stehen, 
. wie die Bestrahlung der Versuchsproben dauerte. 
Versuchen haben wir festgestellt, da8 waBrige Aldehydlésungen 
bekannten Gehalts bei 5stiindiger Bestrahlung im verschlossenen 
QuarzgefiB unverindert blieben. 


Tabelle 7. 


Bestrahlungsversuche. 


In besonderen 





> = 


schriebenen Weise. 











Ansatz und Dauer der Bestrahlung 


(150 H. .0) 


‘te Sahai 2¢ CaSO, 
5 Stdn. 
Kontrolle dazu, unbestrahlt . .. . 


5g Pepton (Witte), 2g CaSO,, 5 Stdn. 
Kontrolle dazu, unbestrahlt . .. . 
5 g Pepton, 1 g CaSO,, 5 Stdn. . 
Kontrolle dazu, unbestrahlt . .. . 
5 g Pepton, 2 g CaSO,, 1/, Stde.. . 
Kontrolle dazu, unbestrahlt ... . 
5 g Pepton, 2 g CaSO,, 0,5°/, NaHCO,, 
5 Stdn. 
Kontrolle dazu, unbestrahlt . . , 
5 g Pepton, 2 g CaSO,, 0,5°/, NaHC 0, ’ 
5 Stdn. 
Kontrolle dazu, unbestrahlt . 


5 g Albumin aus Blut (Schering), 2 g 
Cs Bik a ee es 

Kontrolle dazu, unbestrahlt . . 

5 g Albumin (Blut), 2 g CaSO,, 5 Stdn. 

Kontrolle dazu, unbestrahlt . . 


10g Pepton, 3g CaSO,, 5 Stan. . ;, 
Kontrolle dazu, unbestrahlt . .. 
15g Pepton, 3g CaSO,, 5 Stdn. . 
Kontrolle dazu, unbestrahlt . .. . 








Acet- 


5,40 mg 
0,40 mg 


4,30 mg 
0,40 mg 
3,60 mg 
0,40 mg 
0,44 mg 
0,26 mg 


3,70 mg 
0,40 mg 


4,40 mg 
0,50 mg 


3,40 mg 
0,90 mg 
3,00 mg 
0,80 mg 


7,1 mg 
0,79 mg 


_ {11,79 mg 


1,10 mg 


aldehyd 





Umgerechnet 
auf 100 g 








108,0 mg 
8,0 mg 


86,0 mg 
8,0 mg 
72,0 mg 
8,0 mg 
8,8 mg 
5,2 mg 


74,0 mg 
8,0 mg 


88,0 mg 
10,0 mg 


68,0 mg 
18,0 mg 
60,0 mg 
16,0 mg 


71,0 mg 
7,9 mg 
79,0 mg 
7,4 mg 


8 Portionen Blutalbumin (Schering-Kahlbaum) zu je 20 g, 
gelést in 200 cem Wasser, wurden je 8 Stunden lang bestrahlt. 
Die Destillation des gebildeten Aldehyds erfolgte in der oben be- 


Die Destillate, welche starke Riminireaktion 
gaben, wurden vereinigt und nochmals bei schwach saurer Re- 
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aktion destilliert. Zu der nunmehr angereicherten Aldehydlésung 
wurden 0,5 g Dimedon, in Alkohol gelést, zugefiigt. Nach 12 stiin- 
digem Stehen im Eisschrank wurden die gebildeten Krystalle 
abfiltriert, mit wenig kaltem Wasser gewaschen und an der Luft 
getrocknet. Gewicht 0,072 g. Nach den in der Arbeit von Riesser 
angegebenen Bestimmungen entspricht das etwa einem Acet- 
aldehydgehalt der Lésungen von 20 mg. Nach Umkrystallisieren 
aus verdiinntem Alkohol erhielten wir die Verbindung in der 
typischen Krystallform; sie schmolz nach dem Trocknen an der 
Luft bei 188—139°. 

Bei den in der Tab. 7 wiedergegebenen quantitativen Be- 
stimmungsversuchen an bestrahlten Pepton- und Blutalbumin- 
lésungen darf nicht tibersehen werden, daB sie zwar auf Acetaldehyd 
berechnet sind, daB dabei aber auch etwa entstandener Formaldehyd 
mit bestimmt wurde; sie gestatten also nur eine gewisse Schatzung 
der wirklichen Aldehydbildung. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der pankreatischen Verdauung von Eiwei8 in schwach 
alkalischer Lésung tritt eine vermehrte Bildung von Acetaldehyd 
auf. Der dabei entstehende Aldehyd wird durch Uberfihrung in 
das Aldomedon als solcher identifiziert. 

2. Aus der bei der Bestrahlung von Eiwei8lésung entstehenden 
Aldehydmischung wird der Acetaldehyd in Form des Aldomedons 
isoliert und in einer Reihe von Versuchen quantitativ bestimmt. 





(Aus 











Zur Kenntnis des im Harn auftretenden Porphyrins 
bei Bleivergiftung. 
Von 


Wilhelm Grotepass. 





(Aus dem chemischen Laboratorium der Klinik fiir innere Medizin der Universitat Utrecht.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1932.) 


Das vermehrte Auftreten von Porphyrin im Harn und Kot 
bei kongenitaler Porphyrinurie, nach Trional- bzw. Sulfonal- 
vergiftung und Bleivergiftung’) ist bekannt. 

H. Fischer?) isolierte bei einem Falle von kongenitaler Por- 
phyrinurie aus dem Harn Uro- und Koproporphyrin in Form ihrer 
Methylester. An zwei anderen Fallen derselben Krankheit konnte 
Allot®) diesen Befund bestitigen. Der Koproporphyrin-methy]l- 
ester zeigt den Schmelzpunkt eines von der Form des Atioporphy- 
rins I abzuleitenden Ko6rpers, waihrend der normale Blutfarbstoff 
auf das Atioporphyrin III zuriickgeht. 

Da8 auch ein dem Blutfarbstoff nahe verwandtes Porphyrin 
unter pathologischen Verhaltnissen auftreten kann, zeigt ein von 
A. A. Hijmans van den Bergh‘) beobachteter Fall: Aus Urin 
und Kot eines an kongenitaler Porphyrinurie leidenden Patienten 
gelang es némlich P. Muller im hiesigen Laboratorium, Kopro- 
porphyrin als Methylester zu gewinnen, das von H. Fischer‘) 
untersucht und von diesem mit dem Ester des Koproporphyrins III 
als identisch erwiesen wurde. 

Die Frage, ob die im K6rper vorkommenden Porphyrine als 
Aufbau- oder Abbauprodukte des Blut- oder Muskelfarbstoffes 
anzusehen seien, ist bis heute noch nicht gelést. Ebensowenig 
kann man auf Grund der Verschiedenheit im Bau der natiirlich 
vorkommenden Koproporphyrine bisher iiber einen etwa_be- 
stehenden Dualismus der Himoglobine etwas Sicheres aussagen. 

Ellinger und Riesser®), Loeffler’) und Weiss’) gewannen 
aus Harn bei Sulfonalvergiftung und bei akuter Porphyrinurie 


1) Stokvis, Z. f. Klin. Med. 28, 2 (1895). 

2) H. Fischer u. W. Zerweck, Diese Z. 187, 176 (1924). 

3) Garrod, Quarterly Journ. of Medic. 19, 357 (1925/26). 

‘) Arch. f. Verdauungskrankheiten 42, 302 (1928). 

5) Diese Z. 182, 286 (1929). 

6) Diese Z. 98, 1 (1916/17). 7) Biochem. Z. 98, 105 (1919). 
8) Verhandlung d. Wiener Kongresses f. innere Medizin S. 189 (1923). 
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Ester des Uroporphyrins, die groBe Abweichungen im Schmelz. 


punkt mit dem von H. Fischer isolierten Uroporphyrinmethy)- 
ester zeigen. 


Da Porphyrine, je nach den vorliegenden Krankheiten, unter 


ganz verschiedenen Verhaltnissen im Harn ausgeschieden werden, 
war es von Interesse, die bei Bleivergiftung auftretenden Por- 
phyrine einer eingehenden Untersuchung zu unterziehen. 

Die von O. Schumm!) vor einer Reihe von Jahren unter- 
nommenen Versuche, das im Urin bei Bleivergiftung vorkommende 
Porphyrin in Form eines krystallisierenden Derivates zu identifi- 
zieren, verliefen ergebnislos. 

Deshalb habe ich mich bemiiht, einen in der hiesigen Klinil; 
in Behandlung gekommenen Fall von Bleivergiftung in dieser 
Beziehung naiher zu untersuchen. 

Der Gehalt an Koproporphyrin in diesem Harn, der wibrigens 
eine normale Fiarbung zeigte, war stark erhdht, wahrend der 
spektroskopische Nachweis von Uroporphyrin bei Aufarbeitung 
von 5 Liter Urin negativ ausfiel. Der Kot des Patienten zeigte im 
Vergleich zu dem gesunder Menschen keine bedeutenden Ab- 
weichungen. 

Der Patient war ein 32 Jahre alter Arbeiter in einer Blei- 
fabrik, der zuerst im Juli 19830 wegen diffuser Bauchschmerzen 
aufgenommen worden war. Es wurden damals klinisch keine 
deutlichen Erscheinungen von Bleivergiftung festgestellt. Der 
Porphyringehalt im Urin war schwach erhéht. Es fehlte eine baso- 
phile Tiipfelung der Erythrocyten. Es erfolgte eme zweite Aui- 
nahme im November 1931. Der Patient arbeitete jetzt seit elf 
Wochen in einem Raum mit viel Bleidimpfen. Er klagte ther 
krampfartige Bauchschmerzen. 2 Promille der Erythrocyten 
zeigten basophile Tipfelung. Der Blutdruck war normal, es be- 
standen keine Paralysen, ebenso fehlte ein Bleisaum. Die Farbe des 
Harns war normal, der chemische Nachweis von Blei positiv. 
Der Porphyringehalt im Urin war sehr stark erhéht, ebenso zeigten 
die roten Blutkérperchen erhéhten Gehalt an Porphyrin. 

Nachdem die colorimetrischen Bestimmungen in gewohn- 
lichem und in filtriertem ultravioletten Licht etwa 8 mg Kopro- 
porphyrin in einer Tagesmenge Urin erwarten lieBen?), wurde nach 


1) Diese Z. 119, 139 (1922); 126, 169 (1923). 
2) Vgl. Hijmans van den Bergh u. Hijman, Dtsch. med. Wochenschr. 


1928, Nr. 36. 
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der Methode von H. Fischer 14 Tage lang der frische Harn, der 
unter Lichtausschlu8 aufbewahrt wurde, auf Koproporphyrin ver- 
arbeitet. Die Ausziige zeigten in den letzten Tagen eine starke 
Verminderung des Farbstoffgehaltes. Nach Ausfallung des freien 
Porphyrins wurde dieses nach der iiblichen Methode mit Methyl- 
alkohol—Chlorwasserstoff in den Ester iibergefiihrt. 

Die Reinigung des Esters von den sich wihrend der <Auf- 
arbeitung ansammelnden Schmieren war leider mit groBen Verlusten 
verbunden, so daf nur 12 mg eines in schénen,teils gebogenen 
Nadeln krystallisierenden Stoffes erhalten wurden. Unter dem Mi- 
kroskop nach Borst und Koénigsd6rffer?’) in filtriertem ultra- 
violetten Licht zeigen die Krystalle eine prachtige rote Fluorescenz. 

Die spektrometrisch erhaltenen Werte der Lésung des Ksters 
in Chloroform stimmen sehr gut mit den angegebenen Daten des 
Koproporphyrinmethylesters wiberein. 

Der reine Ester schmolz bei 169°. Der Mischschmelzpunkt 
ergab mit dem Methylester des Koproporphyrins, das unserem 
Laboratorium schon friiher lebenswiirdigerweise von Herrn 
Prof. H. Fischer tberlassen wurde, keine Depression. 

Die Mikroverbrennung zeigte, daB der Ester trotz des haufigen 
Umkrystallisierens nicht aschefrei zu erhalten war. Leider gebrach 
es zur Stickstoffbestimmung an Substanz. Beim Reinigen des 
Stoffes wurde einmal ein Krystallisat von der Modifikation des 
bei 145° schmelzenden Esters erhalten. 

Aus den oben erwahnten Ergebnissen folgert, da& das Kopro- 
porphyrin im Harn dieses an Bleivergiftung leidenden Patienten 
sich vom Atioporphyrin III ableitet. 


Versuche. 


Isolierung des Koproporphyrinmethylesters. 

Der unter Lichtausschlu8 frisch gesammelte Harn von 
24 Stunden (die Menge schwankte zwischen 1400 und 1550 ccm) 
wurde mit 2 ccm Eisessig angesiuert und mit 1 Liter Ather aus- 
geschiittelt. 

Der Farbstoff ging hierbei mit burgunderroter Farbe in den 
Ather tiber. Die Extraktion wurde, je nach der Menge an Kopro- 
porphyrin, 2—8mal mit je 500 cem Ather wiederholt, bis der 
Ather im gefilterten ultravioletten Licht kaum noch eine Fluores. 
cenz zeigte. Der gesamte Ather wurde ohne einzudampfen in 





1) Benutzt wurde ein Apparat zur Mikroskopie in Woodschem Licht 
der Firma C. Reichert, Wien. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCV. 14 
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einem grofen Scheidetrichter 4mal mit je 200 com Wasser ge- 
waschen und danach mit klemen Mengen 25°/jiger Salzsiure aus- 


geschiittelt, bis diese keine Fluorescenz zeigte. 


Okulare Bestimmung im Gitterspektrometer: 
a) Lésung in 25°/,iger Salzsiure. Schichtdicke 1,5 cm. 
I. 597,4—590 (Maximum 593). 


Il. 578,1—571,3 (Maximum 573,5). 
III. 558,56—543 (Maximum 551,0). 


b) Lésung in n/10-NaOH. Schichtdicke 1,5cem. Nur Maxima bestimmt. 


I. 612,65. 

II. 563,5 (nicht genau bestimmbar). 
Il. 539,4. 
IV. 503,6. 

Der beim <Ausschiitteln mit Salzsiure auftretende braune, 
amorphe Farbstoff wurde nicht niher untersucht. 

Die Lésungen von Koproporphyrin zeigten tiefrote Farbe. 
Das Porphyrin, das aus einer Tagesmenge gewonnen war, wurde 
nach vorsichtigem Abstumpfen der Salzsiure mit Natriumcarbonat, 
durch Zusetzen von Natriumacetat aus essigsaurem Milieu in 
Ather iibergefiihrt. Dem Ather, der aufs neue 4mal mit 20 ccm 
Wasser gewaschen wurde, konnte mit 6—8 ccm 25°/jiger Salzsaure 
das Porphyrin quantitativ entzogen werden. Die in 14 Tagen 
gesammelten und im Dunkeln aufbewahrten mineralsauren Aus- 
ziige wurden so oft mit Ather geschiittelt, bis dieser vollkommen 
farblos blieb. Beim vorsichtigen Neutralisieren und Zufigen 
weniger T'ropfen 80°/jiger Essigsiure flockte der gesamte Farbstoff 
innerhalb 48 Stunden aus. 

Der abfiltrierte, lufttrockene Niederschlag léste sich in salz- 
siurehaltigem Methylalkohol mit tiefroter Farbe. Die alkoholische 
Lésung (80 ccm) wurde darauf mit trockenem Salzsiuregas ge- 
sittigt und 27 Stunden im Eisschrank stehen lassen. 

Von den sich schon beim Einleiten des Gases abscheidenden 
geringen Mengen eines hellen Stoffes wurde abfiltriert und die 
alkoholische Lésung im Vakuum eingedampft. Da bei der weiteren 
Verarbeitung der Farbstoff nicht krystallin erhalten werden konnte, 
wurde die Veresterung nach der schon beschriebenen Weise wieder- 
holt. Durch Filtration konnte eine aufs neue ausgeschiedene Bei- 
mengung entfernt werden. Der im Vakuum zuriickbleibende 
Ester wurde mit Sodalésung versetzt und in Chloroform gebracht. 

Dem hiufigen Waschen des Chloroforms muB8_besondere 
Beachtung geschenkt werden, da immer wieder Schmieren in das 
Wasser gehen. 
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Die so gereinigte Losung des Esters in Chloroform wurde 
- spektrometrisch bestimmt. 
I. 624—619 (Maximum 621). IV. 5388—526 (Maximum 531). 


II. Schatten bei 595. V. 510—484 (unsicher). 
III. 580—563 (Maximum 569). 


Beim EingieBen der auf 3 cem eingeengten Chloroformlésung 
in die gleiche Menge heiBen Methylalkohols trat keine Krystalli- 
sation ein. Durch hiaufiges, langsames Eindunsten und Abfiltrieren 
von den sich zuerst ausscheidenden Beimengungen gelang es, den 
Koproporphyrinmethylester in krystalliner Form zu erhalten. 

Schmelzpunkt des reinen Esters: 168—169°. Mischschmelz- 
punkt mit dem von H. Fischer tiberlassenen Ester (Schmelz- 
punkt 169°) ergab keine Depression. 

Bei einem Umkrystallisieren schied sich der Ester in einer 
anderen Modifikation aus. Schmelzp. 145°. Ausbeute 12 mg. 


Zur Analyse wurde iiber P,O; bei 80° getrocknet. Kein Gewichtsverlust 


, 4,260 mg Substanz gaben 10,145 mg CO, und 2,430 mg H,0, 0,109 mg 
Rest. 
! CyHyO,N, Ber. C 67,57°/, H 6,53°/, N 7,89°/, 

Gef. ,, 66,66 »» 6,50 — 


. (In der Berechnung ist die Asche abgezogen.) 


Aus Mangel an Substanz konnte eine Stickstoffbestimmung 
nicht mehr durchgefiihrt werden. 


Versuch zum Nachweis von Uroporphyrin. 


5 Liter Harn, dem durch Ausschiitteln mit Ather das Kopro- 
porphyrin entzogen war, wurden nach H. Fischer!) mit Alu- 
miniumhydroxydpaste geriihrt und nach diesem Verfahren weiter- 
behandelt. 

Nach Veresterung konnte in Chloroform kein Uroporphyrin 
nachgewiesen werden. 


Zusammenfassung. 


1. Die Untersuchung der physikalischen und chemischen 
Daten des aus dem Harn bei einem Fall von Bleivergiftung iso- 
lierten Porphyrins fiihrt zu dem Ergebnis, daB dieser Farbstoff 
das vom Atioporphyrin III abzuleitende Koproporphyrin ist. 

2. Der Nachweis von Uroporphyrin im gleichen Harn war 
negativ. 


1) Diese Z. 182, 15 (1923); 187, 228 (1924). 
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Die Aufspaltung des Imidazolringes 
in einer aus Eiweif dargestellten Base C,H,,N,0. 


Von 


Fritz Wrede und Gerhard Feuerriegel. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Januar 1932.) 


Vor kurzem ist gemeinsam mit W. Keil iiber die Konstitu- 
tion und die Bildungsweise einer Base von der Formel CyH,,N,0 
berichtet worden, die sich aus Eiweif, aber auch aus Histidin, 
durch Einwirkung von Acetylchlorid und Essigséureanhydrid 
gewinnen lieB. Fiir ihre Konstitution wurde folgende Formel 
diskutiert?) : 





"Conte ont 
NH—CH CH, -C ‘CH, (= (,H,,N;0). 
ew 


Wahrend der Drucklegung der betreffenden Arbeit machte 
uns Herr Prof. Knoop-Tiubingen darauf aufmerksam, daB als 
weiterer Beweis fiir das Vorhandensein des Histidinringes eine 
Reaktion angewandt werden k6nne, die urspriinglich von Bam- 
berger aufgefunden, spater von Windaus und Knoop benutzt 
und von Windaus naher untersucht worden ist?); wenn naémlich 
ein Imidazol, das keine saure Seitenkette tragt, mit Benzoyl- 
chlorid in alkalischer Lésung behandelt wird, so wird das u-C-Atom 
herausgespalten und es bildet sich die Dibenzoylverbindung eines 
ungesittigten Diamins: 


pi——C-8 C,H,;CO-NH-C—R 


C 4 { vt. 2 C,H;COCI ————— > | 
\NH——CH C,H,;CO.NH-CH 








1) Wrede u. Keil, Diese Z. 208, 279 (1931). 

*) Bamberger u. Berlé, Liebigs Ann. 278, 342 (1893); Windaus u. 
Knoop, Ber. chem. Ges. 88, 1166 (1905); Windaus u. Vogt, Ber. chem. 
Ges. 40, 3692, FuBnote (1907); Windaus, Ber. chem. Ges. 48, 499 (1910). 





Di 
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sti 
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Diese Reaktion war schon friiher von uns bei der Base CyH,,N,0 
angewandt worden, konnte allerdings — da damals die Kon- 
stitution der Base noch nicht erkannt war — nicht erklairt werden: 
Die Base CyH,,N,0 gab bei der Behandlung mit m-Nitrobenzoyl- 
chlorid in alkalischer Lésung eine schén krystallisierte Verbindung 
vom Schmelzp. 185°, die bei der Analyse unstimmige Werte fiir 
ein m-Nitrobenzoylderivat der Verbindung C,H,,N,0 ergab.?) 

Unter Beriicksichtigung des obigen Reaktionsmechanismus 
miiBte dabei aber die Verbindung 

N 


C,H,(NO,)CO—NH—C—CH,—C 


| | 
C,H,(NO,)CO-NH—CH CH,-C  C-CH, 
i 





entstanden sein, also C,.H,)N,O,. 

Die damals gefundenen Werte fiir Kohlenstoff und Wasser- 
stoff passen nun ganz genau auf diese Formel. Die Wiederholung 
der damals nicht gut stimmenden Stickstoff-Analyse ergab jetzt 
ebenfalls den gewiinschten Wert. — Ebenso wie das Derivat der 
m-Nitrobenzoeséure lie® sich nunmehr auch das der Benzoesiure 
selbst herstellen und zwar in guter Ausbeute und in schon krystalli- 
sierter Form. 

Durch diese Reaktion ist einerseits ein weiterer Beweis fiir 
das Vorhandensein eines Imidazolringes in der Verbindung 
(j,H,,N,0 geliefert, andererseits aber auch ein weiterer Beitrag zu 
der Frage der Allgemeingiiltigkeit der von Bamberger, Windaus 
und Knoop aufgestellten Reaktionsfolge zu erblicken. 


Experimenteller Teil. 


2,5-Dimethyl-4-[ 8, v-bis-(m-nitrobenzoyl-amino)-/-propeny] |- 

oxazol-(1,3). 

Das Chlorhydrat der Base C,H,,N,0 wird, wie friher be- 
schrieben, in natronalkalischer Lésung mit m-Nitrobenzoylchlorid 
in mehreren Portionen geschiittelt. Das ausfallende Produkt wird 
mehrmals aus Aceton umkrystallisiert, bis es den gewiinschten 
Schmelzp. 185° zeigt. 


3,725 mg Substanz gaben 7,74 mg CO, -+- 1,33 mg H,0. 


2,478 mg ¥ », 0,807 ccm N (15°, 767 mm). 
Cyo9H,9N;O0, (465,3) Ber. C 56,76°/, H 4,11°/, N 15,05°/, 
Gef. ,, 56,67 », 4,00 », 14,82 





1) Troensegaard, Wrede u. Mygind, Diese Z. 198, 55 (1930). 
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Die gelbgefairbten Krystalle zeigen die friiher beschriebenen 
Kigenschaften.?) 


2,5-Dimethyl-4-[ 7, v-bis-(benzoyl-amino)-/?-propenyl|-oxazol-(1,3). 


Die Verbindung wird ganz analog wie das m-Nitrobenzoy]l- 
derivat hergestellt. Die aus verdiinntem Aceton gewonnenen 
Krystalle werden aus warmem Methylalkohol umkrystallisiert. 


4,621 mg Substanz gaben 11,96 mg CO, + 2,32 mg H,0. 


3,270 mg a »  0,3814ccm N (21°, 750 mm). 
C,.H,,;N;0, (375,3) Ber. C 70,37°/, H 5,64°/, N 11,20°/, 
Gef. ,, 70,59 », 5,62 »» 11,01 


Die Substanz bildet schneeweibe, derbe Staibchen vom 
Schmelzp. 172° (unkorr.). Sie ist unldslich in Wasser, wenig 
léslich in kaltem Methylalkohol, leicht léslich in den meisten 
organischen Lésungsmitteln. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
fiir Mittel, die zur Durchfithrung der Arbeit erforderlich waren. 





1) Troensegaard, Wrede u. Mygind, l.c. 
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Von 


B. Helferich, R. Gootz und @. Sparmberg. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Januar 1932.) 


Die Fahigkeit des Emulsins, 6-Galaktoside zu spalten, ist 
schon lange bekannt.?) DaB dabei ,,dasselbe‘’ Ferment wie bei 
der Spaltung der f-Glucoside wirkt, ist friiher zuniéchst wohl 
stillschweigend angenommen, spiter dann verneint, in letzter Zeit 
aber nicht mehr ernsthaft untersucht worden. An einer Stelle im 
Oppenheimer’) wird zwar die Verschiedenheit als sicher be- 
zeichnet, aber nur mit zwei veralteten Arbeiten belegt. 

Im folgenden ist versucht, zu dieser Frage einen Beitrag zu 
liefern: Es wurden 4 f-Glucoside, die des Methanols, der Glucose 
selbst (und zwar die Cellobiose), des Phenols und des Saligenins 
(Salicin) als Substrate des Emulsins verglichen mit den strukturell 
vollig entsprechenden 4 f-Galaktosiden (als Disaccharid wurde 
also Lactose verwandt). Es kamen zu diesem Vergleich vier ver- 
schiedene Fermentpraparate zur Verwendung: Nr. I aus Aprikosen, 
Nr. II, III und IV aus SiiBmandeln, verschiedenen Reinigungs- 
grades. Das hochstwertige, Nr. IV, war durch eine von Herrn 
Winkler ausgearbeitete, besondere, fraktionierte Behandlung mit 
Aceton gewonnen, die an anderer Stelle beschrieben werden soll. 

Die Wirkung jedes dieser 4 Fermentpriparate auf jedes der 
8 Substrate wurde in der gleichen Weise (fiir iquivalente Substrat- 
lésungen) quantitativ gemessen und in den Tab. I—VIII wieder- 
gegeben, wie dies friiher fiir die Bestimmung des /-Glucosidase- 
wertes nach Weidenhagen*) mit Salicin als Substrat  be- 
schrieben ist.) 





ie. a 
_ - = °/, Spaltung 
FF il errant 
t-lg 2-q 


(= Zeit in Minuten; g = Gramm Fermentpraparat in 59,0 cem 
Bestimmungsgemisch. 
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Der Vergleich der so gefundenen Wertigkeiten von jedem 
einzelnen Fermentpraéparat (Mittelwerte) fiir die Glucoside unter 
sich und fiir die Galaktoside unter sich ergibt ein ziemlich kon- 
stantes Verhaltnis: 


B-d-Glucosid 





























Ferment Nr. I II Til IV 
| ae 1 1 1 ] 
Glucose- (Cellobiose) .... . 2,6 3,3 2,5 2,1 
en eee 5,8 5,8 6,2 5,2 
Saligenin- (Salicin) ...... 32 28 32 26 

B-d-Galaktosid 
0 ee reer ee a 1 ] 1 1 
Glucose- (Lactose) ...... 5,5 10 4 7,2 
re ae 13,3 15,7 13,3 13,7 
Rc ww ew Va 61 66 51 67 


Auch der Vergleich der vier einzelnen Paare Glucosid-Galak- 
tosid ergibt ein ziemlich konstantes Wertigkeitsverhaltnis: 














Ferment- Methyl- | Glucose- | Phenol- | Saligenin- 
praparat Glucosid/Galaktosid 
I 1451 | 68/1 | 63/1 | 8 
II 17,2/1 5,7/1 6,4/1 | 9,1/1 
Ill 14/1 | 8,6/1 6,5/1 | 8,7/1 
IV 21,7/I1 | 6,7/1 8,2/1 | 8,3/1 


DaB8 iiberhaupt Schwankungen in den Zahlenreihen der beiden 
Tabellen auftreten, kann durch die wechselnde ,,Affinitaét‘’ ver- 
schiedener Priparate des ,,gleichen*’ Ferments erklairt werden.°) 
Um aber durch Affinitaétsmessungen diese Schwankungen quanti- 
tativ zu verfolgen und die ,,I[dentitét®* zu beweisen, dafiir scheint 
uns in diesem Fall die Verschiedenheit der Praiparate zu gering. 


Immerhin ist es weiter recht beachtenswert, daB der Wertig- 
keitsvergleich der vier verschiedenen Fermentpraparate fiir das 
Methylglucosid mit den Wertigkeitsverhaltnissen beim Methy]- 
galaktosid recht gut iibereinstimmt, ebenso bei den anderen 
Glykosidpaaren, so wie es die Tabelle auf §. 203 erkennen 1aBt. 

Diese recht befriedigende Ubereinstimmung der 4 Paare von 
Verhaltniszahlenreihen zeigt die sehr groBe Parallelitaét der 
B-Glucosidase- und /-Galaktosidasewirkung unserer Hmulsin- 





Me 


Gl 


Ph 


Sa 
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B-d-Glucosid B-d-Galaktosid 
Wertigkeit | Verhaltnis | Wertigkeit | Verhaltnis 
Methanol- | | 
Ferment I 0,013 1 0,0009 | ] 
II 0,012 0,9 0,0007 0,8 
III 0,021 | 1,6 0,0015 1,7 
IV 0,13 | 10 0,006 7 
Glucose- 
Ferment I 0,034 ] 0,005 1 
II 0,040 | 1,2 0,007 | 1,4 
III 0,052 1,5 0,006 | 1,2 
IV 0,27 | 8 0,043 9 
Phenol- | | 
Ferment I 0,076 | 1 0,012 l 
II 0,070 0,9 0,011 0,9 
Ill 0,13 | ) 0,020 1,7 
IV 0,67 | 8,8 0,082 6,7 
Saligenin- | | 
Ferment I 0,44 1 0,055 | l 
II 0,42 0,95 0,046 0,84 
III 0,67 1,5 0,077 | 1,4 
IV 3,4 7,7 0,41 7,5 


praparate. Wenn auch die Zahl der Praparate nur klein, ihre 
Unterschiede in den ,,Affinitéten‘‘ offenbar nicht gro sind, so 
scheint trotzdem die Annahme, da8B beide Wirkungen auf 
ein und dasselbe Ferment zurickzufiihren sind, als durch- 
aus méglich. Diese Annahme wiirde darauf hinauslaufen, daB eine 
Konfigurationsanderung am Kohlenstoffatom 4 dem als /-Gluco- 
sidase bezeichneten Ferment des Emulsins gegeniiber nur von 
geringer Bedeutung ist. 

Erst wenn weitere, genau durchgefiihrte Versuche, besonders 
unter Verwendung anderer Fermentpraparate, mit dieser ein- 
fachen Annahme in Widerspruch kommen, wiirde man wieder 
gesonderte Fermente, eine f-Glucosidase und eine f-Galakto- 
sidase, im Emulsin anzunehmen haben (vgl. auch die spiter er- 
scheinende Arbeit). 

So ganz iiberraschend ist die Unempfindlichkeit der ,,f-Gluco- 
sidase“’ gegen Anderungen am 4-Kohlenstoffatom nicht. Denn 
eine Substitution des Wasserstoffatoms vom Hydroxyl 4 durch 
einen a-Glucoserest, wie er in der Maltose und ihren Derivaten 
vorliegt, hebt die Wirksamkeit des Ferments nicht auf: Das 
8-Methylmaltosid ist — nach alten Beobachtungen — glatt durch 
Emulsin in Maltose und Methanol spaltbar.®) 
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Versuche und Belege. 


Tabelle I. 

0,5640 g Methyl-f-d-glucosid:-'1/,H,O in 16ccm_ Pufferlésung 
po = 4,8 (etwa m/5-Acetatgemisch) mit 4ccm Fermentlésung. Temperatur 
30,0°. Jede Probe nach der Zeit ¢ durch Zugabe von 0,2 g Kaliumcarbonat 
abgestoppt und polarimetrisch gemessen. 

Anfangsdrehung: —1,83°, Enddrehung: -}+-2,57° (im 2 dm-Rohr). 








t a / 


Wertigkeit Mittel 
(Minuten) (2 dm-Rohr) Spaltung 











Fermentpriparat Nr. I (0,41) g = 0,1318 






































31,5 — 1,67 3,65 0,013 
76,5 — 1,49 Fe | 0,012 
165,5 — 1,00 18,85 0,014 
244,5 — 0,74 24,8 0,013 » 0,013 
376,0 — 0,15 38,2 0,014 
§23,0 +- 0,34 49,3 0,014 
705,5 +- 0,69 57,2 0,013 
Fermentpraparat Nr. II (0,39) g = 0,1512 
37 — 1,61 5,0 0,013 
78,5 — 1,45 8,6 0,011 
175,5 — 0,99 19,8 0,012 
364,5 — 0,36 33,4 0,011 } 0,012 
485 -++ 0,28 48,0 0,013 
763 +- 0,95 63,0 0,013 
1076 4+- 1,32 71,6 0,011 
Fermentpraparat Nr. III (0,71) g = 0,1324 
31,5 — 1,64 4,5 0,015 
46,25 — 1,51 7,3 0,020 
135 — 0,77 24,1 0,022 
300 4 0,27 47,7 0,024 ff 0021 
160 -+- 0,87 61,4 0,023 
715 -|- 1,36 72,5 0,020 
Fermentpriparat Nr. IV (4,2) g = 0,0297 
51 — 1,27 12,7 0,13 
120 — 0,55 29,1 0,14 
210 + 0,03 42,3 0,13 0,13 
330 + 0,65 56,4 0,12 
450 +. 1,08 66,0 0,12 
630 + 1,59 77,8 0,12 




















vol 
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Tabelle II. 


8 0,5389 g Methyl-f-d-galaktosid (Schmelzp. 178°, [«]}* = — 0,4°) 
in 16,0ccm Pufferlésung py = 4,8 (etwa m/5-Acetatgemisch) mit 4,0 ccm 
Fermentlésung. Temperatur 30,0°. Jede Probe nach der Zeit ¢ durch Zugabe 
von 0,2 g Kaliumcarbonat abgestoppt und polarimetrisch gemessen. 


Anfangsdrehung: + 0,02°, Enddrehung: -+ 4,05° (im 2 dm-Rohr). 











t a  P 


Wertigkeit Mittel 
(Minuten) (2 dm-Rohr) Spaltung ea 














Fermentpraparat Nr. I (0,41) g = 0,1318 






































686 + 0,20 4,5 0,0009 
1421 + 0,43 10 0,0009 0,0009 
2870 + 0,89 22 0,0009 
4295 + 1,14 28 0,0008 
Fermentpraparat Nr. II (0,39) g = 0,1512 
617 + 0,12 2,5 0,0005 
1339 + 0,32 8 0,0006 0,0007 
2787 + 0,77 19 0,0007 
4213 + 1,04 25 0,0007 
Fermentpraparat Nr. III (0,71) g = 0,1324 
95 + 0,05 1,0 0,0017 
277,5 -+ 0,16 4 0,0015 
1389 + 0,69 17 0,0014 0,0015 
2098 + 1,02 25 0,0015 
3355 -+- 1,38 34 0,0013 
Fermentpraparat Nr. IV (4,2) g = 0,0298 
240 -+- 0,12 2,5 0,0069 
480 -+ 0,26 6,0 0,0068 
1410 -+- 0,65 16,0 0,0063 0,006 
2850 -+- 1,05 26,0 0,0052 
4290 + 1,52 37,5 0,0054 
+ 1,91 47,3 0,0053 
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Tabelle III. 


Jede einzelne Probe: 0,2375 g Cellobiose ([aJp = + 35,4°) in 
4,0 com Pufferlésung pa = 5,0 (etwa m/5-Acetatgemisch) mit 1,0 ccm Fer- 
mentlésung. Temperatur 30,0°. Jede Probe nach der Zeit ¢ durch EinflieBen- 
lassen von 1,0 cem in Fehlingsche Lésung abgestoppt und reduktometrisch 


gemessen. 





eem n/10-Per- 

t manganat °/y Werticke; , 
ertigkeit Mittel 

(Minuten) auf 1,0 ccm Spaltung *) ' 

Lésung 























Fermentpraparat Nr. I (0,41) g = 0,1302 
































60 11,20 13 0,022 
120 12,50 40 0,040 
180 13,30 55 0,043 0.034 
240 13,40 57 0,033 ; 
360 14,05 70 0,030 
480 14,70 83 0,035 
Fermentpraparat Nr. II (0,39) g = 0,1530 
180 13,1 51 0,044 
240 13,5 59 0,041 0,040 
360 13,90 68 0,035 
480 14,65 83 0,041 
Fermentpraparat Nr. IIT (0,71) g = 0,1386 
60 11,95 28 0,057 
120 12,80 45 0,052 
180 13,30 55 0,046 0,052 
240 14,30 75 0,060 
360 14,45 79 0,045 
Fermentpraparat Nr. IV**) (4,2) g = 0,0298 
15 11,05 12,5 [0,43] 
30 11,30 16,0 0,25 
90 12,50 40,0 0,22 
121 12,95 48,5 0,28 0,27 
150 13,20 54,0 0,25 
180 13,95 69 0,31 
308 14,70 84 0,29 














*) Die Prozentspaltung wurde einer Kurve graphisch entnommen, 
deren Werte Weidenhagen®) bestimmte. Eigene Versuche bestatigten die 
Richtigkeit dieser Kurve. 

**) In diesem Falle wurden 0,4750 g Cellobiose in 8 ccm Puffer und 2 ccm 
Fermentlésung gelést und fiir jede Bestimmung 1 ccm herauspipettiert und 


mit Kaliumcarbonat abgestoppt, sonst wie oben. 
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Tabelle IV. 


L Jede einzelne Probe: 0,2500 g Lactose-H,O ([a]p = -++ 55,4°) 

in 4,0 ccm Pufferlésung py = 4,5 (etwa m/5-Acetatgemisch) mit 1,0 ccm 
Fermentlésung. Temperatur 30,0°. Jede Probe nach der Zeit ¢ durch Ein- 
flieBenlassen von 1,0 ccm in Fehlingsche Lisung abgestoppt und redukto- 
metrisch gemessen. 





eem n/10-Per- 
t manganat °/, 

(Minuten) auf 1,0ccm | Spaltung*) 

Lésung 


Wertigkeit Mittel 




















Fermentpraparat Nr. I (0,41) g = 0,1302 
240 10,25 7 0,0033 




















360 10,70 16 0,0054 || 
525 10,95 21 0,0050 0,005 
1440 12,05 43 0,0043 
1800 12,60 53 0,0047 
Fermentpraparat Nr. II (0,39) g = 0,1530 
120 10,35 9 0,0074 
360 11,10 24 0,0072 | 0,007 
525 11,55 33 0,0072 
Fermentpraparat Nr. III (0,71) g = 0,1386 
120 10,20 7 0,0063 | 
240 10,60 14 0,0065 0,006 
1214 12,15 46 0,0053 | 
1380 12,70 55 0,0060 
Fermentpraparat Nr. IV**) (4,2) g = 0,0298 
129 10,60 14 0,056 
240 10,90 20 0,045 
330 11,20 26,5 0,045 0,043 
420 11,40 30 0,041 
1500 13,30 67,5 0,036 
1840 13,60 74 0,036 

















*) Zur Berechnung der Prozentspaltung wurde wie folgt verfahren: 

50 mg Lactose (+ 1H,O) ergaben in 5°/,iger Lésung 9,85 ccm n/10-Per- 
manganat (nach Bertrand) = 62,9mg Cu. Nach vollstandiger Spaltung 
(aquivalentes Gemisch gleicher Teile von Glucose und Galaktose): 14,90 ecm 
n/10-Permanganat = 94,9 mg Cu. Die Umrechnung der ccm Permanganat in 
Prozentspaltung wurde aus der auch in diesem Fall linearen Kurve entnommen. 
**) In diesem Falle wurden 0,500 g Lactose in 8 ccm Puffer und 2 ccm 
Fermentlésung gelést und fiir jede Bestimmung 1,0 ccm herauspipettiert und 
mit Kaliumcarbonat abgestoppt, sonst wie oben. 
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Tabelle V. 
0,8112¢g Phenol-f-d-glucosid:2H,O (Schmelzp. 174—175°, 
[a]\§ — — 62,3°) in 16,0ccm Pufferlisung pq = 5,0 (etwa m/5-Acetat- ” 
gemisch) mit 4,0 ccm Fermentlésung. Temperatur 30,0°. Jede Probe nach 4.0 
der Zeit ¢ durch Zugabe von 0,2 g Kaliumcarbonat abgestoppt und _ polari- Zu} 


metrisch gemessen. 


Anfangsdrehung: — 5,07°, Enddrehung: -+- 2,57° (im 2 dm-Rohr). 





t 


(Minuten) 


28,5 

46,75 

74,0 
128,0 


14,0 
28,0 
48,0 
75,0 
112,0 
167,0 

















od 


(2 dm-Rohr) 


Fermentpraparat Nr. I (0,35) g = 0,1318 


— 4,50 7,5 0,062 

— 3,32 22,9 0,072 

— 2,44 34,4 0,076 

— 1,69 44,25 0,080 

— 1,01 53,2 0,080 

— 0,26 63,0 0,081 

+ 0,31 70,4 0,079 
Fermentpraparat Nr. If (0,15) g = 0,1512 

— 4,14 12,1 0,063 

— 3,27 23,6 0,069 

— 2,45 34,3 0,069 

— 1,72 43,8 0,070 

— 0,94 54,0 0,074 

— 0,25 63,0 0,073 

-+- 0,23 69,4 0,070 
Fermentpriparat Nr. III (0,71) g = 0,1324 

— 4,99 1,0 0,201) 

— 4,00 14,0 0,12 

— 3,04 26,6 0,12 

— 1,85 42,1 0,13 

— 0,58 58,8 0,13 

-++- 0,84 77,4 0,13 
Fermentpraparat Nr. IV (4,2) g = 0,0297 

— 3,42 17,65 0,67 

— 2,59 32,5 0,68 

— 1,27 49,7 0,70 

— 0,11 65,0 0,68 

+ 0,94 78,7 0,67 

+ 1,65 88,0 0,62 














°/o 


Spaltung 

















Wertigkeit 


— 


























Mittel 


0,076 


0,070 


0,13 


0,67 
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Tabelle VI. 


0,7111 g Phenol-f-d-galaktosid (Schmelzp. 144—146°, [a]2° = 
— 40°) in 16,0 ccm Pufferlésung py = 4,8 (etwa m/5-Acetatgemisch) mit 
4,0 com Fermentlésung. Temperatur 30,0°. Jede Probe nach der Zeit ¢ durch 
Zugabe von 0,2 g Kaliumcarbonat abgestoppt und polarimetrisch gemessen. 


Anfangsdrehung: — 2,83, Enddrehung: -+ 4,05 (im 2 dm-Rohr). 








0 
‘ x Io Wertigkeit Mittel 
(Minuten) (2 dm-Rohr) Spaltung : 


Fermentpraparat Nr. I (0,41) g = 0,1318 


58 — 2,39 6 0,018 
148 a 598 15 0,015 

267 — ig 23 0,012 
386 — 0,63 31 0,012 / 0,012 
641 +- 0,20 43 0,010 
1114 + 1,30 60 0,009 
1537 +- 1,76 65 0,008 

















Fermentpraparat Nr. II (0,39) g = 0,1512 

















76 — 2,20 9 0,016 
193 — 1,47 19 0,013 
312 — 0,88 27 0,011 0,011 
568 +- 0,12 42 0,010 
1026 + 1,10 56 0,008 
1443 + 1,66 64 0,007 


Fermentpraparat Nr. III (0,71) g = 0,1324 

















33 _ 2,49 5 0,027 
67 9,19 10 0,023 
127 — 1,56 18 0,020 oat 
243 — 0,67 31 0,018 
358 +. 0,02 40 0,017 
665 + 1,13 56 0,015 | 


Fermentpraparat Nr. IV (4,2) g = 0,0298 





63 — 2,09 10,6 0,087 
120 — 1,50 19,0 0,087 

180 — 0,96 29,6 0,085 0,082 
242 — 0,54 32,7 0,081 
360 + 0,17 43,0 0,077 
+ 0,76 51,0 0,075 
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Tabelle VII. 


0,7952 g Salicin (Schmelzp. 200—202°, [a]p = — 63,4°) in 16,0 com 
Pufferlésung po = 5,0 (etwa m/5-Acetatgemisch) mit 4,0 com Fermentlésung, 
Temperatur 30,0°. Jede Probe nach der Zeit ¢ durch Zugabe von 0,2 g Kalium. 
carbonat abgestoppt und polarimetrisch gemessen. 


Anfangsdrehung: — 5,03°, Enddrehung: -+ 2,57° (im 2 cinsanase: iA 








t rd */, 


; Wertigkeit Mittel 
(Minuten) (2 dm-Rohr) Spaltung 




















Fermentpraparat Nr. I (0,41) g = 0,1304 












































2,5 — 4,28 9,85 0,40 
5,5 — 3,39 21,5 0,49 
9,5 ~— 2,67 31,0 0,43 0,44 
14,5 — 1,69 44,0 0,45 
21,0 — 0,71 56,8 0,44 
30,0 -+|- 0,24 69,4 0,44 
Fermentpraparat Nr. IT (0,39) g = 0,1420 
2,5 — 4,29 9,7 0,49 
5,5 — 3,66 18,0 0,37 
9,5 — 2,81 29,4 0,37 0,42 
15,0 — 1,73 43,4 0,39 
21,0 — 0,77 56,0 0,41 
30,0 + 0,75 76,0 0,48 
Fermentpraparat Nr. IIT (0,71) g = 0,1348 
2,0 — 4,21 10,8 0,61 
4,5 — 3,13 25,0 0,68 
7,0 —- 2,32 35,6 0,67 0,67 
10,0 — 1,42 47,5 0,69 
14,0 — 0,55 59,0 0,68 
Fermentpraparat Nr. IV (4,2) g = 0,0297 
2,0 — 3,95 14,2 3,72 
5,0 — 2,75 30,0 3,46 
9,0 — aid 47,3 3,45 3.4 
14,0 — 0,22 63,3 3,48 
20,0 -+ 0,36 71,0 3,01 
28,0 + 1,18 81,7 2,95 














[so nn eee) 
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Tabelle VIII. 











em 0,7952 g Saligenin-f£-d-galaktosid’) (Schmelzp. 215—218°; [a]p = 
ing. — 33,9°) in 16,0 ccm Pufferlésung py = 5,2 (etwa m/5-Acetatgemisch) 
mm- mit 4,0 com Fermentlésung. Temperatur 30,0°. Jede Probe nach der Zeit ¢ 
durch Zugabe von 0,2 g Kaliumcarbonat abgestoppt und polarimetrisch 
gemessen. 
— Anfangsdrehung: — 2,68°, Enddrehung: -}+ 4,03° (im 2 dm-Rohr). 
°/o Wertigkeit Mittel 
inal (2 dm- “Rohr) Spaltung 


Fermentpraparat Nr. I (0,41) g = 0,1304 

















2 —F 12,95 0,077 
45 — 1,12 23,3 0,066 
80 — 0,38 34,3 0,059 | 0,085 
125 -++ 0,15 42,2 0,049 
200 +- 0,84 52,4 0,041 
300 + 1,38 60,5 0,035 


Fermentpraparat Nr. II (0,39) g = 0,1420 






































(25,0 — 1,69 14,75 0,092) 
55,0 — 0,91 26,4 0,057 
100,0 — 0,14 37,9 0,048 0,046 
160,0 + 0,64 49,5 0,043 
250,0 +- 1,25 58,6 0,036 
Fermentpraparat Nr. III (0,71) g = 0,1348 
20,0 — 1,51 17,45 0,103 
45,0 — 0,58 31,3 0,089 0,077 
80,0 + 0,27 44,0 0,078 
130,0 -+ 0,96 54,2 0,064 
200,0 -+- 1,59 63,6 0,054 
Fermentpraparat Nr. IV (4,2) g = 0,0297 
20 — 1,24 21,5 0,58 
40 — 0,46 33,1 0,49 
66 + 0,29 44,3 0,46 0,41 
101 + 0,98 54,5 0,38 
206 + 2,05 70,4 0,29 
251 -+- 2,26 73,6 0,26 








Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCY. 











912 B. Helferich, R. Gootz und G. Sparmberg, Uber Emulsin. V. 


In den vorstehenden Tabellen sind die Fermentpriiparate 


durch ihren /-Glucosidasewert?) charakterisiert. 


Die Substrate sind bekannte Verbindungen bis auf das Sali- 
genin-f-d-galaktosid. Seine Darstellung ist an anderer Stelle be- 
schrieben.”) 


Alles weitere geht aus den Tabellen selbst hervor. 


Fiir Unterstiitzung dieser Arbeit sind wir der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft (Notgemeinschaft) zu ergebenstem Dank 
verpflichtet. 

Weiter haben wir Herrn Giinther fir seine Hilfe bei der 
Darstellung des Ausgangsmaterials — Ferment wie Substrat — 
bestens zu danken. 
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Zur Methodik der quantitativen Guajacolbestimmung im Harn. 


Von 


Rudolf Schmid. 


—_——_--_ -—_—. 


(Aus der Klinik und Poliklinik fiir Haut- und Geschlechtskrankheiten 
der Universitat Mtinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Januar 1932.) 


Im Verlauf von gemeinsam mit C. Moncorps durchgefiihrten, 
bisher unver6ffentlichten Untersuchungen iiber die percutane Re- 
sorption von salbenincorporierten Phenolen ergaben sich bei dem 
Versuch, das percutan resorbierte Guajacol quantitativ im Harn 
zu erfassen, methodisch erhebliche Schwierigkeiten. Abgesehen 
von dem besonderen Zweck, als Basis fiir die Teersalbenunter- 
suchungen sich eine Kenntnis iiber die percutane Resorption von 
einheitlichen und chemisch wohldefinierten Phenolen und Phenol- 
derivaten zu verschaffen, gewinnt der quantitative (Guajacol- 
nachweis auch nach der praktischen Seite hin ein Interesse. In 
neuerer Zeit wendet man dem friiher bei Tuberkulose?), fieber- 
haften Zustiinden?) und Typhus*) haufig verwendeten, spaiter aber 
ziemlich in Vergessenheit geratenen Guajacol insbesondere bei der 
symptomatischen Behandlung der Lungentuberkulose wieder 
créBere Beachtung zu. Die bisher zum Resorptionsnachweis des 
peroral oder percutan verabreichten Guajacols benutzten, quanti- 
tativen Methoden sind teils indirekter, teils direkter Art. 


Erstgenannte Methoden — Bestimmung der vermehrten Ausscheidung 
von Atherschwefelsiuren auf Kosten der Sulfatschwefelsiuren im Harn (Sal- 


1) M. Schiller, Notiz. d. Wien. Med. Presse 1887; New Yorker Med. 
Monatsschr. 1892; Berliner Klin. Woch. 1892, Nr. 1; Schwenkenbecher, 
Arch. f. Anat. u. Phys. 1904, 121; Dronke, Berliner Klin. Woch. 1891, Nr. 4; 
Rubinstein, Der arztl. Praktiker 1898, Nr. 51, 52; Hélscher, Allgem. Med. 
Zentralzeit. 1894, Nr. 103; Seifert, Dtsch. Medizinalzeit. 1895, Nr. 4; Ko- 
prianow, Zentralbl. f. Bact. u. Parasit. 1894, Nr. 24, 25. 

2) Sciolla, Vgl. Schmitts Jahrbiicher 1894, 242. 
3) Georg Greif, Dtsch. med. Woch. 20, 7 (1894). 
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kowski'), Hensel*), Marfori*)] oder polarimetrischer Nachweis erhéhter 
Linksdrehung von gepaarten Glucuronsiuren*) — kénnen nur als Anhalts. 
punkte fiir erhéhte Phenol- bzw. Guajacolausscheidungen gelten, da ein (wenn 
auch kleiner) Teil des Guajacols oder Phenols auf dem Wege durch den Kérper 
jn anderer Form wiedererscheinen kénnte, z. B. als Brenzcatechin, Hydro. 
chinon oder als Verbrennungsprodukte CO, und H,O, wovon sich letztere 
jeder Bestimmung entziehen wiirden. Ebenso entbehren die direkten Ver. 
fahren mittels der iiblichen Guajacolreagenzien geniigender Genauigkeit, da 
sie mehr oder weniger die im Harn normal oder vermehrt ausgeschiedenen 
Phenole mitbestimmen und dadurch eine gréBere Guajacolausscheidung vor- 
tauschen. Guajacolreaktionen, wie die Pikratbildung in alkoholischer Lésung, 
Fallung mit basischem Bleiacetat, Liebermannsche Nitrosoreaktion lassen 
sich hierzu nicht verwenden, da sie gleichzeitig mit den normalen Harnphenolen 
Reaktionen geben. Die Eisenchloridreaktion im Harnwasserdampfdestillat 
liefert griine, braune und blauviolette Farbungen, die ebensogut auf die nor- 
malen Harnphenole zuriickgefiihrt werden kénnen. Selbst die fiir den gewéhn- 
lichen Guajacolnachweis als typisch zu betrachtenden Reaktionen halten bei 
einer genauen Priifung der Kritik nicht stand, so die Farbreaktionen von 
Marfori®) (mit Schwefelsiure Gelbfarbung) oder die von Hartwich und 
Winkel*) (Vanillinsalzsiture = Rotfarbung), sowie die von Poggi’) (ammo- 
niakalisches Silbernitrat = Gelbgriinfarbung oder Chromsaure = Rotorange- 
bzw. Rotfarbung). Sie alle treten auch mit den im normalen Harn immer 
vorkommenden Phenolen bzw. Kresolen in Reaktion. 

Versuche, mit der Ehrlichschen Diazoreaktion eine colorimetrische 
Bestimmungsmethode aufzubauen, gelangen ebenfalls nicht, da diese sehr 
haufig im normalen Harn positiv ausfallt. Vielleicht ist dieser Umstand mit 
auf den verschiedenen Gehalt des Harns an Urochromogen zuriickzufiihren. 
Weiterhin wurde auch die von Knapp und Suter*) vorgeschlagene Be- 
stimmungsmethode sowohl in Leer- als auch in Vollversuchen fiir Guajacol 
gepriift. Sie beruht auf der Titration der nach Ansauern des Harns bis zur 
negativen Millonschen Reaktion erhaltenen Wasserdampfdestillate mit 
n/10-Paranitrodiazobenzollésung bis zur Bildung eines roten Oxyazofarb- 
stoffes mit alkalischer R-Salzlésung nach der Tiipfelmethode. Die Titration 
erfolgt in einem aliquoten Teil des Harnwasserdampfdestillats nach Ansauern 
mit Essigsiure und Zusatz von 40°/,iger Natriumacetatlésung zur besseren 
Ausfallung des Azofarbstoffniederschlages; 1 ccm obengenannter Titrations- 
lésung entspricht in Vorlageversuchen etwa 12,4 mg Guajacol. Blindversuche 
iiberzeugten jedoch, daB sowohl vorgelegtes Phenol als auch Harnphenol 
ahnlich gelb gefarbte Niederschlige (Azofarbstoffe) zu bilden vermégen. Eine 
Verwendung von Diazolésungen, wie Azophorrot der Héchster Farbwerke, 





1) Diese Z. 4, 135 (1880). 

2) Inaug.-Dissertation Kénigsberg (1894). 

3) Chem. Z. 2, 155 (1890). 

4) Baumann, Diese Z. 8, 193 (1883—84); Eschle, Z.f. Klin. Med. 29, 197 
(1896); Boruttau u. Stadelmann, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 91, 42 (1903). 

5) Vgl. oben. 

6) Arch. d. Pharmaz. 242, 464 (1904). 

7) Annali di Chim. et di Farm. 17, 3 (1891). 

8) Arch. f. exper. Path. 50, 355 (1903). 
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dem Nitrazol C von Casella und dem Nitrosaminrot der Badischen Anilin- 
und Sodafabrik war aus den gleichen Griinden fiir eine quantitative Guajacol- 
bestimmung im Harn nicht méglich. 

Desgleichen fiihrten die nach O.Sammet') vorgenommenen Be- 
stimmungsversuche zu keinen befriedigenden Resultaten. Diese beruhen auf 
der Verseifbarkeit des Guajacols mit konzentrierter, rauchender Jodwasser- 
stoffsiure am RiickfluBkiihler. Schiittelt man die bis zur negativen Millon- 
schen Reaktion gesammelten Wasserdampfdestillate mittels Petrolather oder 
Chloroform aus und verseift man die abgedampften Ausziige mit obiger Jod- 
wasserstoffsaure im Zeisselapparat, so l4Bt sich das hierbei abgespaltene 
Methyljodid durch Einleiten in alkoholische Silbernitratlésung als AgJ nach 
Verdunsten des Alkohols fixieren und auf das vorhandene Guajacol umrechnen. 
Kontrollversuche ergaben jedoch eine zu geringe Ausbeute, die durch die vielen 
Prozeduren des Abdestillierens, Ausschiittelns und Einengens bedingt sein diirfte. 

Kine genaue Bestimmung ist daher in erster Linie 
von der moéglichst vollkommenen Trennung der Harn- 
phenole vom Guajacol und zugleich von der ge- 
sonderten Bestimmung dieser beiden Substrate ab- 
hingig. Wie Versuche mit vorgelegten Guajacol—Phenolgemischen 
ergeben haben, laBt sich eine soleche Trennung annihernd durch 
die verschiedene Léslichkeit der Phenole bzw. des Guajacols in 
gekiihltem Petrolither durchfiihren. Die Leichtléslichkeit des 
Guajacols und die Schwerléslichkeit von Phenolen in diesem 
Lésungsmittel erméglicht eine weitgehende Anreicherung des 
ersteren. Die geringfiigige Aufnahme von Phenol in Petrolather 
beim Schiitteln in der Kalte konnte bereits Jakobson?) feststellen. 

Als noch scharfere AbtrennungsmOéglichkeit der 
Phenole usw. fand ich schlieBlich deren Fallung als 
Tribromphenol bzw. Tribromphenolbrom bzw. -kresolen 


bei Zusatz von iiberschiissigem Bromwasser. Das im Harn 
enthaltene Guajacol wurde vorher mit rauchender Jodwasser- 
stoffsiure durch Kochen am Riickflu8kiihler quantitativ in Brenz- 
catechin und Jodmethyl iibergefiihrt. Wiihrend die Harnphenole 
hierbei noch in Verdiinnungen von 1:50000 ausgefallt werden, 
gibt das restliche Brenzeatechin auch bei noch so groBem Brom- 
wasseriiberschuB keine Fallung. Auf diese Weise kénnen Fehler- 
1) Diese Z. 91, 232 (1924). 

*) Z. f. analyt. Chem. 25, 607 (1886). 











216 Rudolf Schmid, 





quellen, die sehr leicht durch das Ausschiitteln und Emengen vor- 
genannter Verfahren entstehen, vermieden werden. 

Demnach kann zur quantitativen Guajacolbestimmung im 
Harn folgende Methodik empfohlen werden : 

In 20—80 cem des bis zu 24 Stunden nach Applikation der 
Guajacolpriparate gesammelten und gemessenen Harns wird nach 
der Methode von Folin Denis') und Tisdall*) der Gesamt- 
phenolgehalt + Guajacol colorimetrisch bestimmt. Das von Harn- 
siure und eventuellen EiweiBspuren mittels Silberlactats und 
einiger T'ropfen kolloidaler Eisenhydroxydlésung befreite Harn- 
filtrat wird in einem aliquoten ‘Teil (20 cem) durch kurzes Er- 
wirmen mit etwas Salzsiure (1,19) zur Freisetzung der ge- 
bundenen Phenole — 2mal mit je 50 cem Ather ausgeschiittelt, 
zur Entfernung der Oxyséuren mit 20°/,iger Natriumcarbonat- 
lésung gewaschen, sodann mit 10°/,iger NaOH zur Bindung der 
iibrigbleibenden Phenole im Scheidetrichter ausgezogen. Diese 
letzteren Ausziige geben mit Phosphorwolframsiiure—Phosphor- 
molybdinsiurereagens in sodaalkalischer Lésung eine Blaufarbung, 
die sich gegen eine gleichbehandelte 0,1°/),ige Phenolstandard- 
lésung colorimetrieren lat. Eine méglichst genaue Annaherung 
der zu vergleichenden Farbintensitaéten verkleinert die Fehler- 
grenze bei diesen Messungen. 

Gleichzeitig wird der tibrige Harn oder ein gr6Berer Teil davon 
(z. B. 500 cem) mit starker Natronlauge auf dem Wasserbad bis 
auf etwa 100 cem vorsichtig eingeengt und in einen Destillations- 
kolben mit eingesetztem Scheidetrichter mit Wasser (bis zu etwa 
8300 cem) iibergespilt. Zu der zu destillierenden Flissigkeits- 
menge libt man 10—20°/, Vol.-T. an sirupéser Phosphorsaure 
unter gleichzeitigem Erwiéirmen des Kolbens zulaufen und destil- 
liert bis zur negativen Millonschen Reaktion. Bei hohem Phenol- 
gehalt wird es manchmal notig, die Loésung im Verlauf der Destil- 
lation mit Wasser des 6fteren zu verdiinnen. Das erhaltene Destillat 
wird mit 10°/, an rauchender Jodwasserstoffsiure etwa 1 bis 
11/, Stunden am RiickfluBkihler gekocht, wonach das enthaltene 
Guajacol quantitativ in Brenzcatechin gespalten ist. Hin ali- 
quoter Teil dieser Lésung (z. B. 50 cem) wird mit viel wber- 
schiissigem Bromwasser z. B. auf 150 cem aufgefillt und die 
sogleich beginnende Ausfallung der Tribromphenole usw. durch 





1) J. of biol. Chem. 22, 305 u. 309 (1915). 
2) J. of biol. Chem. 44, 409 (1920). 
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Kithlen in Eiswasser beschleunigt. Nach 15—20 Minuten ist der 
braune bis braunrote Niederschlag vollkommen ausgeflockt und 
kann sehr leicht und schnell abfiltriert werden. In einem ent- 
sprechenden Teil dieses Filtrats (50 cem) wird das wberschiissige 
Brom durch Versetzen mit 10°/,iger Natronlauge bis zur Ent- 
farbung (Bildung von Natriumbromid bzw. -hypobromid) ge- 
bunden. Nach Zusatz von 25 ccm gesittigter Natriumcarbonat- 
lésung werden 10 ccm des Phosphorwolframsaiure-Phosphormolyb- 
dinsaéurereagens nach Denis-Tisdall zugesetzt und mit Wasser 
auf 100 ccm aufgefiillt. Der vorherige Zusatz der gesittigten 
Natriumecarbonatlésung lat die gréBte Blaufarbung bereits nach 
10—20 Minuten (bei Zimmertemperatur) eintreten. Je nach der 
erhaltenen Farbintensitét werden gleichzeitig 5—10cem einer 
0,19/s9igen Brenzcatechinstandardlésung in einem 100-cem- 
MeBkélbchen zu 25 ccm gesattigter Natriumcarbonatlésung ge- 
geben, welcher vorher 10 ccm von obengenanntem Reagens zu- 
gesetzt wurden, sodann mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt und 
durchgemischt. Der Vergleich der Farblésung wird zweckmibig 
im Leitz-Duboseq-Colorimeter vorgenommen. Bei der Be- 
rechnung miissen die Verdiinnungen beriicksichtigt werden. Die 
hierbei erhaltenen Werte ergeben den Brenzcatechingehalt des 
verseiften Harns und kénnen ohne weiteres auf Guajacol um- 
gerechnet werden, da bekanntlich 2wertige Phenole im Menschen- 
harn normalerweise nur in Spuren ausgeschieden werden. Der 
Unterschied der nach beiden Untersuchungen fiir denselben Harn 
erhaltenen Werte zeigt zugleich dessen Phenol- und Kresolgehalt an. 

Es seien folgende Ergebnisse mitgeteilt, die mit Hilfe dieser 
quantitativen Bestimmungsmethode beispielsweise iiber das Re- 
sorptionsausmaB der Menschenhaut nach Einreibung von 10 g 
10°/,iger Guajacolsalbe*) mit Tegin als Grundlage gefunden wurden. 

Eine ausfiihrliche Publikation unserer Ergebnisse wird ge- 
meinsam mit C. Moncorps im Archiv fiir experimentelle Patho- 
logie und Pharmakologie erfolgen. 


Protokollnummer 102. 

















Kin- . | Gesamt- Um. | Resorpt. in °/ 
geriebene Bi phenol + a sag gerechnet d.applizierten 
Flache *| Guajacol|-* "~ = * fi. Guajacol] Guajacol- 
qcem com mg mg mg mg menge °/, 

1050 | 1465 | 91,56 | 0,67 | 40,05 | 45,15 4,51 








1) Zu den Untersuchungen wurde das synthetische Guajakol der_Chem. 
Fabrik von Heyden mit verschiedener Salbengrundlage u. Konzentration benutzt. 
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Diese Methode ermédglicht es ferner, den Anstieg der Aus- 
scheidung von Brenzeatechin nach Guajacolapplikation zu _be- 
stimmen. Man verfaéhrt ebenso wie oben ausgefithrt, nur unter- 
bleibt die Verseifung der Harndestillate mit rauchender Jodwasser- 
stoffsiure am RickfluBkihler. Derartige Versuche haben ergeben, 
daB nach Guajacolresorption durch die Haut die Brenzcatechin- 
ausscheidung im Harn nur geringfiigig (etwa 0,8—1 mg) anzusteigen 
pflegt. Im Gegensatz zu Eschle wird demnach doch ein kleiner 
Teil des percutan resorbierten Guajacols in Form von Brenz- 
catechin ausgeschieden. 

Die VerlaBlichkeit dieser Methode zur quantitativen Guajacol- 
bestimmung im Harn konnte durch Blindversuche mit vorgelegten 
Phenolguajacolgemischen bewiesen werden. Durchschnittlich 
wurden nach diesem Verfahren 97°/, der Vorlagemengen wieder- 
gefunden. 

Zusammenfassung. 

1. Es werden die bisherigen Methoden zur Erfassung der 
Guajacolausscheidung im Harn diskutiert. 

2. Kine neue quantitativ-colorimetrische Bestimmungsmethode 
hierzu wird empfohlen: 

Die Gesamtphenole -+ Guajacol lassen sich nach der colori- 
metrischen Bestimmungsmethode nach Folin-Denis-Tisda]ll 
bestimmen, ferner durch direkte (nicht mit Wasserdampf) Destil- 
lation vom Harn mit sirupdéser Phosphorséure trennen. 

Die Verseifbarkeit des Guajacols in Brenzeatechin und Jod- 
methyl mit rauchender Jodwasserstoffsiure am Rickflu8kiihler 
erméglicht seine Trennung von den normalen Harnphenolen, 
welche sodann mit Bromwasseriiberschu8 quantitativ als Tri- 
bromphenol bzw. -kresol ausgefallt werden kénnen. Brenzcatechin- 
lésungen ergeben auch mit noch so groBem Bromwasseriberschul 
keinen Niederschlag. 

Es wurde weiterhin festgestellt, da& das Brenzcatechin mit 
dem Phosphorwolframséure-Phosphormolybdanséurereagens nach 
Denis-Tisdall in sodaalkalischer Losung eine charakteristische 
Blaufairbung ergibt, die gegen eine ebensolche Standardlésung 
colorimetrierbar ist. Die hierbei erhaltenen Werte kénnen ohne 
weiteres auf das im Harn ausgeschiedene Guajacol umgerechnet 
werden, da normalerweise 2wertige Phenole im Menschenharn nur 


in Spuren vorkommen. 
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